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RESUMEN	  
El	   guisante	   (Pisum	   sativum)	   es	   la	   leguminosa	   grano	   más	   producida	   en	   Europa	   y	   la	  
cuarta	   en	   el	  mundo.	   Sin	   embargo,	   al	   igual	   que	   ocurre	   en	   la	  mayoría	   de	   cultivos,	   su	  
producción	   se	   ve	   limitada	   por	   diversas	   enfermedades	   y	   plagas	   entre	   las	   que	   la	  
ascoquitosis	  (Didymella	  pinodes)	  y	  el	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  (Acyrthosiphon	  pisum)	  
son	  algunas	  de	  las	  más	  relevantes,	  por	  lo	  que	  son	  abordadas	  en	  esta	  tesis.	  
	   La	  ascoquitosis	  causada	  por	  Didymella	  pinodes	  es	  una	  de	  las	  enfermedades	  más	  
importantes	   del	   guisante.	   Hasta	   el	   momento	   sólo	   ha	   sido	   identificada	   resistencia	  
incompleta	   a	   este	   patógeno,	   encontrando	   los	   mayores	   niveles	   de	   resistencia	   en	  
especies	   silvestres	   de	   Pisum.	   Todavía	   se	   conoce	   poco	   acerca	   de	   los	  mecanismos	   de	  
resistencia	  a	  esta	  enfermedad	  en	  guisante,	  por	  esto,	  en	  el	  primer	  capítulo	  realizamos	  
una	   caracterización	   histológica	   de	   los	   mecanismos	   implicados	   en	   la	   resistencia	   a	  D.	  
pinodes	  en	  Pisum	   spp.	  La	  resistencia	  se	  caracterizó	  por	  una	  reducción	  del	  éxito	  en	  el	  
establecimiento	   de	   colonias	   y	   menor	   tamaño	   de	   las	   lesiones	   asociados	   con	   mayor	  
frecuencia	   de	   muerte	   celular	   epidérmica	   y	   mayor	   presencia	   de	   proteínas	   unidas	  
covalentemente	  en	  la	  pared	  de	  las	  células	  epidérmicas	  infectadas.	  
	   La	   resistencia	   a	  D.	  pinodes	   en	   guisante	  es	  un	   caracter	  poligénico.	   En	   trabajos	  
previos	  se	  desarrolló	  un	  mapa	  genético	  utilizando	  una	  población	  RIL	  segregante	  para	  la	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resistencia	   a	  D.	   pinodes	   que	   se	   usó	   para	   la	   identificación	   de	   QTLs	   implicados	   en	   el	  
control	   de	   la	   resistencia.	   No	   obstante,	   la	   posición	   de	   los	   QTLs	   identificados	  
previamente	  necesitaba	  ser	  definida	  con	  mayor	  precisión	  con	  el	  objetivo	  de	  facilitar	  la	  
identificación	  de	  los	  marcadores	  moleculares	  más	  próximos	  a	  los	  genes	  de	  resistencia.	  
Es	  por	  esto	  que	  en	  el	  capítulo	  dos	  se	  evaluaron	  mecanismos	  de	  resistencia	  a	  D.	  pinodes	  
a	  nivel	  celular	  en	  dicha	  población	  RIL,	   lo	  que,	   junto	  a	   la	   inclusión	  de	  117	  marcadores	  
SNP	  situados	  en	  genes	  en	  el	  mapa	  genético	  previo	  permitió	  la	  identificación	  de	  nuevos	  
QTLs	   implicados	   en	   la	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   y	   confirmó	   la	   existencia	   de	   los	   QTLs	  
previamente	   identificados.	   Éste	   es	   el	   primer	   trabajo	   en	   el	   que	   se	   han	   identificado	  
regiones	   genómicas	   implicadas	   en	   mecanismos	   de	   resistencia	   	   (muerte	   celular	  
epidérmica	   y	   menor	   establecimiento	   de	   colonias)	   a	   la	   ascoquitosis	   en	   guisante.	  
Además,	   la	   inclusión	   de	   los	  marcadores	   SNP	   ha	   permitido	   la	   identificación	   de	   genes	  
candidatos	  colocalizados	  dentro	  de	  QTLs	  de	  resistencia	  a	  D.	  pinodes.	  
	   Acyrthosiphon	   pisum	   es	   considerado	   una	   de	   las	   plagas	   más	   dañinas	   para	   el	  
cultivo	  del	  guisante,	  siendo	  responsable	  de	  pérdidas	  significativas	  de	  rendimiento	  en	  la	  
agricultura.	   Para	   llevar	   a	   cabo	  un	   control	  más	   eficiente	  de	   A.	   pisum	   es	   necesario	  un	  
mejor	  conocimiento	  de	  la	  interacción	  planta-­‐insecto	  y	  de	  los	  mecanismos	  asociados	  a	  
la	   resistencia	  en	  guisante.	   En	  una	  evaluación	  preliminar	   se	   identificaron	  entradas	  de	  
Pisum	  resistentes	  al	  ataque	  del	  pulgón	  a	  partir	  de	  las	  cuales	  se	  seleccionaron	  entradas	  
de	  guisante	  con	  respuesta	  diferencial	  al	  ataque	  de	  A.	  pisum.	  Así,	  en	  el	  tercer	  capítulo	  
utilizamos	  una	  electroforesis	  bi-­‐dimensional	  acoplada	  a	  un	  análisis	  de	  espectrometría	  
de	   masas	   en	   tándem	   con	   el	   objetivo	   de	   comparar	   el	   proteoma	   de	   la	   hoja	   de	   una	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entrada	   de	   Pisum	   sativum	   resistente	   y	   otra	   susceptible	   al	   ataque	   de	   A.	   pisum.	   Los	  
resultados	   sugirieron	   el	   incremento	   de	   la	   mayoría	   de	   las	   rutas	   de	   metabolismo	  
primario	   en	   la	   entrada	   susceptible,	   lo	   que	   podría	   relacionarse	   con	   el	   desarrollo	  
favorable	   de	   A.	   pisum	   en	   la	   entrada	   susceptible.	   Por	   el	   contrario,	   en	   la	   entrada	  
resistente	   la	   reducción	  de	   la	   fotosíntesis	   y	  de	   la	  biosíntesis	  de	  amino	  ácidos	   junto	  al	  
incremento	   de	   moléculas	   de	   señalización	   de	   heridas,	   la	   sobre-­‐regulación	   del	   ciclo	  
antioxidante	   ascorbato-­‐glutatión	   y	   la	   activación	   de	   la	   respuesta	   de	   hipersenescencia	  
podrían	   haber	   sido	   útiles	   a	   la	   hora	   de	   contrarrestar	   el	   ataque	   del	   pulgón	   verde	   del	  
guisante.
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SUMMARY	  
Dry	  pea	  (Pisum	  sativum)	  is	  the	  most	  produced	  grain	  legume	  in	  Europe	  and	  the	  
fourth	  most	  in	  the	  world.	  Nevertheless,	  as	  most	  crops,	  pea	  is	  constrained	  by	  diseases	  
and	   pests	   being	   ascochyta	   blight	   (Didymella	   pinodes)	   and	   pea	   aphid	   (Acyrtosiphon	  
pisum)	  relevant	  ones	  that	  are	  therefore	  covered	  in	  this	  thesis.	  
	   Ascochyta	  blight	  caused	  by	  Didymella	  pinodes	   is	  a	  serious	  pea	  disease.	  
Only	  incomplete	  resistance	  is	  available,	  being	  the	  highest	  levels	  of	  resistance	  identified	  
in	  wild	  Pisum	  species.	  Little	  is	  known	  about	  the	  resistance	  mechanisms	  acting	  against	  
this	  important	  disease.	  In	  chapter	  one	  we	  characterized	  histologically	  the	  mechanisms	  
underlying	  the	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  Pisum	  spp.	  Resistance	  was	  characterized	  by	  a	  
reduced	  success	  of	  colony	  establishment	  and	  lesion	  size	  associated	  with	  the	  presence	  
of	  epidermal	  cell	  death	  and	  protein	  cross-­‐linking	  in	  infected	  epidermal	  cells.	  
	   D.	   pinodes	   resistance	   in	   pea	   is	   a	   polygenic	   trait.	   In	   previous	   studies,	   a	  
genetic	   map	   was	   developed	   using	   a	   RIL	   population	   segregating	   for	   resistance	   to	  D.	  
pinodes	   and	   used	   to	   identify	   QTLs	   involved	   in	   resistance.	   However,	   the	   position	   of	  
these	   QTLs	   should	   be	   further	   refined	   in	   order	   to	   facilitate	   the	   identification	   of	  
molecular	   markers	   more	   closely	   linked	   to	   the	   resistance	   genes.	   In	   chapter	   two,	   we	  
evaluated	   specific	   cellular	   mechanisms	   of	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   in	   this	   RIL	  
population	  that,	  along	  with	  the	  addition	  of	  117	  gene-­‐based	  SNP	  markers	  to	  the	  existing	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genetic	   map,	   allowed	   the	   identification	   of	   new	   QTLs	   involved	   in	   resistance	   and	  
confirmed	   those	   previously	   detected.	   This	   is	   the	   first	   report	   of	   identification	   of	  
genomic	   regions	   controlling	   cellular	   mechanisms	   (epidermal	   cell	   death	   and	   colony	  
establishment)	  directly	  involved	  in	  pea	  resistance	  to	  ascochyta	  blight.	  In	  addition,	  the	  
inclusion	  of	  the	  SNP	  markers	  allowed	  the	  identification	  of	  candidate	  genes	  co-­‐localizing	  
with	  QTLs.	  
A.	   pisum	   is	   considered	   one	   the	   most	   damaging	   pest	   on	   pea	   crop,	   being	  
responsible	   for	   significant	   yield	   losses	   in	   agriculture.	   For	   the	   efficient	   control	   of	   A.	  
pisum,	  a	  better	  understanding	  of	  its	  interaction	  and	  associated	  resistance	  mechanisms	  
is	   needed.	   In	   a	   preliminary	   screening	  we	   identified	   Pisum	   accessions	   resistant	   to	  A.	  
pisum,	  from	  which	  we	  selected	  accessions	  with	  differential	  response	  to	  the	  infestation.	  
In	   chapter	   3,	   we	   used	   2-­‐dimensional	   electrophoresis	   coupled	   to	   tandem	   mass	  
spectrometry	  analysis	   to	  compare	   the	   leaf	  proteome	  of	  a	   resistant	  and	  a	  susceptible	  
pea	  accession	  to	  A.	  pisum.	  Results	  suggested	  the	  increased	  of	  the	  majority	  of	  primary	  
metabolism	   pathways	   in	   the	   susceptible	   accession,	   from	   which	   may	   be	   possible	   to	  
infer	   a	   relation	   with	   the	   successful	   performance	   of	   A.	   pisum	   on	   this	   susceptible	  
accession.	   On	   the	   contrary,	   in	   the	   resistant	   accession	   the	   reduction	   of	   the	  
photosynthesis	  and	  amino	  acid	  biosynthesis	  along	  with	   the	   increase	  of	  wound	  signal	  
molecules,	  the	  up-­‐regulation	  of	  the	  antioxidant	  cycle	  of	  ascorbate-­‐glutathione	  and	  the	  
activation	  of	  a	  hypersenescence	  response	  might	  be	  helpful	   in	  order	  to	  cope	  with	  pea	  
aphid	  attack.	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OBJETIVOS	  
	  
1) Caracterizar	   los	  mecanismos	  celulares	  implicados	  en	  la	  resistencia	  a	  Didymella	  
pinodes	  en	  Pisum	  spp.	  
2) Saturar	   el	   mapa	   genético	   de	   guisante	   P665	   x	   Messire	   con	   marcadores	   SNP	  
situados	  en	  genes.	  
3) Identificar	   QTLs	   asociados	   a	   mecanismos	   celulares	   específicos	   de	   resistencia	  
frente	  a	  Didymella	  pinodes	  en	  guisante.	  
4) Realizar	  un	  análisis	  proteómico	  de	  la	  respuesta	  del	  guisante	  (Pisum	  sativum)	  al	  
ataque	   del	   pulgón	   verde	   del	   guisante	   (Acyrthosiphon	   pisum)	   durante	   una	  
interacción	  compatible	  e	  incompatible.	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OBJECTIVES	  
	  
1) To	   characterize	   the	   cellular	   mechanisms	   underlying	   resistance	   to	   Didymella	  
pinodes	  in	  Pisum	  spp.	  	  
2) To	  saturate	  the	  pea	  genetic	  map	  P665	  x	  Messire	  with	  gene-­‐based	  SNP	  markers.	  	  
3) To	   identify	   QTLs	   associated	   with	   specific	   cellular	   mechanisms	   of	   resistance	  
against	  Didymella	  pinodes	  in	  pea.	  	  
4) To	  perform	  a	  proteomic	   analysis	   of	   pea	   (Pisum	   sativum)	   response	   to	   the	  pea	  
aphid	  (Acyrthosiphon	  pisum)	  during	  compatible	  and	  incompatible	  interactions.	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INTRODUCCIÓN	  GENERAL	  AL	  CULTIVO	  DEL	  GUISANTE	  
	  
1.	  Descripción	  botánica	  
El	  guisante	   (Pisum	  spp.	  L.)	   (Fig.	  1)	  pertenece	  a	   la	   familia	  Fabaceae,	   la	   tercera	   familia	  
más	  amplia	  entre	  las	  angiospermas	  con	  650	  géneros	  y	  unas	  18.000	  especies	  (Lewis	  et	  
al.	   2005).	   Dentro	   esta	   familia	   encontramos	   tanto	   árboles	   como	   arbustos	   y	   hierbas	  
perennes	   o	   anuales	   que	   se	   caracterizan	   por	   tener	   fruto	   de	   tipo	   legumbre	   y	   hojas	  
compuestas	   y	   con	   estípulas	   (ej:	   mimosas,	   habas,	   soja,	   garbanzos,	   alfalfa,	   guisante,	  
trébol,	  lenteja,	  algarrobo	  o	  altramuz).	  
	   La	  clasificación	  del	  género	  Pisum	  se	  encuentra	  envuelta	  en	  cierta	  polémica	  en	  
cuanto	   al	   número	   de	   especies	   y	   subespecies	   que	   lo	   conforman.	   Una	   de	   las	  
clasificaciones	   más	   antiguas	   y	   aceptadas	   fue	   la	   propuesta	   por	   Davis	   en	   1970.	   Sin	  
embargo,	  ésta	  únicamente	  contemplaba	   taxones	  de	  Oriente	  Medio	  por	   lo	  que	  no	  se	  
considera	  exhaustiva	  (Maxted	  y	  Ambrose	  2001).	  Más	  tarde,	  Maxted	  y	  Ambrose	  (2001)	  
propusieron	  una	  clasificación	  en	   la	  que	  P.	   sativum,	  P.	  abyssinicum	  A.	  Br.	  y	   P.	   fulvum	  
Sibth.	  &	  Sm.	  son	  consideradas	  como	  las	  tres	  únicas	  especies	  del	  género	  Pisum	  y	  donde	  
P.	   sativum	   ssp.	   elatius	   (Bieb.)	   Aschers.	   &	   Graebn	   y	   P.	   sativum	   ssp.	   sativum	   son	  
clasificadas	  como	  las	  dos	  únicas	  subespecies	  pertenecientes	  a	  la	  especie	  P.	  sativum.	  No	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obstante,	   estudios	   filogenéticos	   recientes	   (Smýkal	   et	   al.	   2011,	   Schaefer	   et	   al.	   2012)	  
sugieren	   la	   clasificación	   de	   Pisum	   dentro	   del	   género	   Lathyrus	   junto	   a	   la	   especie	  
Vavilovia	   formosa	   (Stev.)	   Fed.	   Esta	   clasificación	   estaría	   avalada	   también	   por	   los	  
resultados	  obtenidos	  a	  partir	  del	  análisis	  de	  los	  pocos	  genomas	  de	  plásmidos	  enteros	  
que	   hay	   disponibles	   en	   la	   familia	   Fabaceae,	   destacando	   las	   pérdidas	   de	   genes	   e	  
intrones	   en	   secuencias	   génicas	   específicas	   que	   comparten	   L.	   sativum	   y	   P.	   sativum	  
(Magee	  et	   al.	   2010).	  Asimismo,	   se	  ha	  observado	  que	  Lathyrus	  y	  Pisum	  comparten	   la	  
producción	   de	   pisatina,	   una	   fitoalexina	   que	   no	   está	   presente	   en	   otros	   géneros	   de	  
leguminosas	   como	  pueden	   ser	  Vicia	  o	   Lens	   (Rogeson	  y	  Harborne	  1980).	  Además,	   los	  
estudios	   filogenéticos	   más	   recientes	   (Kosterin	   y	   Bogdanova,	   2008,	   Jing	   et	   al.	   2010,	  
Kosterin	  et	  al.	  2010,	  Smýkal	  et	  al.	  2011)	  sugieren	   la	  separación	  genética	  del	  material	  
cultivado	  (P.	  sativum	  ssp.	  sativum)	  de	  las	  especies	  silvestres	  y	  subespecies	  de	  guisante	  
(P.	  fulvum,	  P.	  sativum	  ssp.	  elatius	  y	  P.	  abyssinicum).	  
	   El	   guisante	   cultivado	   (P.	   sativum	   ssp.	   sativum)	   es	  una	  especie	  herbácea	  y	   sus	  
hojas	  compuestas	  tienen	  un	  número	  de	  foliolos	  variable	  (1-­‐7)	  con	  zarcillos	  terminales	  y	  
dos	  estípulas	  en	  la	  base	  (Fig.	  1	  y	  2a),	  aunque	  existen	  variaciones	  de	  este	  modelo	  típico	  
como	  es	   la	  presencia	  de	  variedades	  áfilas	  donde	   los	   foliolos	  se	  han	   transformado	  en	  
zarcillos	   (Saldaña	   et	   al.	   1997)	   (Fig.	   2b).	   Las	   plantas	   pueden	   tener	   un	   tallo	   único	   o	  
múltiples	   ramificaciones	   exhibiendo	   un	   hábito	   de	   crecimiento	   indeterminado.	   Los	  
primeros	  nudos	  dan	  lugar	  a	  ramas	  y	  son	  vegetativos,	  mientras	  que	  los	  siguientes	  son	  
reproductivos.	  Cada	  nudo	  reproductivo	  suele	  dar	  lugar	  a	  dos	  flores	  a	  partir	  de	  las	  que	  
se	  forman	  los	  frutos,	  que	  son	  de	  tipo	  legumbre:	  vainas	  de	  entre	  3-­‐5	  cm	  de	  longitud	  con	  
diferentes	   formas	  y	   tamaños.	   Las	   semillas	   también	  varían	  en	   tamaño,	   color,	   forma	  y	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número	  en	  función	  de	  la	  variedad	  y	  de	  las	  condiciones	  ambientales	  (Fig.	  1).	  
	  
Figura1.	  Guisante	  cultivado	  (Pisum	  sativum	  L.).	  Fuente:	  Atlas	  des	  plantes	  de	  France	  (1981).	  
	   Las	  especies	  y	  subespecies	  silvestres	  suelen	  ser	  de	  mayor	  altura	  que	  el	  guisante	  
cultivado	   (alcanzando	   hasta	   dos	   metros	   de	   altura)	   con	   ramificaciones	   largas	   y	  
delgadas,	   flores	   moradas	   o	   rosadas	   y	   pequeñas	   vainas	   con	   pocas	   semillas	   y	   de	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pequeño	   tamaño	   (Fig.	   2c	   y	   2d).	  P.	   fulvum	   puede	   tener	   dos	   tipos	   de	   fructificaciones,	  
una	   normal	   localizada	   en	   la	   parte	   superior	   de	   la	   planta	   y	   otra	   con	   ramificaciones	  
basales	  muy	  cortas	  que	   introducen	   las	  vainas	   ligeramente	  en	  el	   suelo	   (Fig.	  2c).	  En	  el	  
caso	   de	   la	   variedad	   humile	   (sinónimo	   de	   syriacum)	   el	   porte	   es	  mediano	   y	   trepador	  
presentando	  los	  márgenes	  de	  las	  hojas	  dentados	  y	  las	  flores	  de	  color	  morado	  (Fig.	  2d).	  
Estas	   especies	   son	   estrictamente	   autógamas	   y	   se	   reproducen	   por	   cleistogamia	  
(autopolinización	  antes	  de	   la	  apertura	  de	   la	   flor)	   (Maroto	  1995),	   aunque	   se	   conocen	  
casos	  de	  hibridación	  natural.	  
	  
	  
Figura	   2.	   Biotipos	   de	   guisante.	   A)	   P.	   sativum	   ssp.	   sativum	   cv.	  Messire	   con	   hojas	   compuestas	   con	   2	  
foliolos;	  B)	  variedad	  áfila	  P.	  sativum	  ssp.	   sativum	  cv.	  Radley;	  C)	  especie	  silvestre	  P.	   fulvum;	  D)	  especie	  
silvestre	  P.	  sativum	  ssp.	  syriacum.	  
	  
2.	  Origen	  y	  domesticación	  
El	   lugar	   de	   origen	   y	   domesticación	   del	   guisante	   (P.	   sativum)	   se	   sitúa	   en	   el	  
Mediterráneo,	  concretamente	  en	  Oriente	  Medio,	  siendo	  uno	  de	  los	  primeros	  cultivos	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domesticados	  hace	  unos	  10.000	  años	  (Ambrose	  1995,	  Zohary	  y	  Hopf	  2012).	  Antes	  de	  
su	  domesticación	  formó	  parte	  junto	  con	  otras	  leguminosas	  como	  la	  veza	  (Vicia	  sativa	  
L.),	  la	  almorta	  (Lathyrus	  sativus	  L.)	  y	  el	  garbanzo	  (Cicer	  arietinum	  L.)	  de	  la	  dieta	  de	  los	  
cazadores-­‐recolectores	   de	   la	   última	   etapa	   de	   la	   Edad	   de	   Hielo	   en	   Oriente	   Medio	   y	  
Europa.	   Se	   han	   encontrado	   restos	   de	   estas	   leguminosas	   pertenecientes	   al	   décimo	   y	  
noveno	  milenio	  A.	  C.,	  lo	  que	  sugiere	  que	  su	  domesticación	  pudo	  ser	  incluso	  anterior	  a	  
la	  de	   los	  cereales	   (Zohary	  y	  Hopf	  2012).	  Esto	  evidencia	  además	   la	   importancia	  de	   las	  
legumbres	  desde	   los	   inicios	  de	   la	   revolución	  agrícola,	  permitiendo	  el	  establecimiento	  
permanente	   de	   asentamientos	   humanos.	   Desde	   antaño	   es	   habitual	   su	   uso	   en	   las	  
rotaciones	  de	  cultivo,	  siendo	  frecuente	  la	  alternancia	  cereal-­‐leguminosa	  (Cubero	  1983,	  
Bretag	  1985,	  Davis	  et	  al.	  1985).	  
El	   origen	   de	   las	   especies	   silvestres	   de	   guisante	   se	   extiende	   desde	   Irán	   y	  
Turkmenistán	   a	   través	   de	   Asia	   occidental,	   el	   norte	   de	   África	   y	   Europa	   meridional	  
(Makasheva	   1979,	  Maxted	   y	   Ambrose	   2001,	  Maxted	   et	   al.	   2010).	   Una	   identificación	  
precisa	   de	   los	   centros	   de	   diversidad	   es	   complicada	   debido	   a	   su	   temprana	  
domesticación,	  la	  continua	  actividad	  humana	  en	  el	  Mediterráneo	  y	  Oriente	  Medio	  y	  las	  
cambiantes	  condiciones	  climáticas.	  No	  obstante,	  se	  conoce	  que	  el	  origen	  de	  P.	  fulvum	  
se	   sitúa	  en	   Jordania,	   Siria,	   Líbano	  e	   Israel;	   y	  que	   la	  especie	   cultivada	  P.	  abyssinicum,	  
procedente	  de	  Yemen	  y	  Etiopía,	  sufrió	  un	  proceso	  de	  domesticación	  independiente	  del	  
de	   P.	   sativum	   (Jing	   et	   al.	   2010,	   Ellis	   2011,	   Ellis	   y	   Hofer	   2011,	   Smýkal	   et	   al.	   2011,	  
Upadhyaya	  et	  al.	  2011).	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3.	  El	  cultivo	  en	  cifras	  
El	   guisante	   se	   cultiva	   principalmente	   en	   las	   regiones	   templadas,	   siendo	   la	   cuarta	  
leguminosa	   más	   cultivada	   en	   el	   mundo	   (FAOSTAT	   2012,	   http://faostat.fao.org).	   Su	  
consumo	   se	   realiza	   mayoritariamente	   en	   seco,	   cultivándose	   en	   6-­‐6.5	   millones	   de	  
hectáreas	  a	  lo	  largo	  de	  97	  países	  y	  produciendo	  un	  rendimiento	  medio	  de	  1500	  kg/Ha	  
durante	  el	  año	  2012	  (FAOSTAT	  2012,	  http://faostat.fao.org).	  Aunque	  Europa	  y	  Asia	  son	  
los	   continentes	   que	   dedican	   una	   mayor	   superficie	   al	   cultivo,	   son	   Norte	   América	   y	  
Europa	   los	  mayores	  productores	  de	  guisante	  debido	  a	   los	  bajos	   rendimientos	  que	  se	  
obtienen	  en	  Asia	  (Fig.	  3)	  (FAOSTAT	  2012,	  http://faostat.fao.org).	  
	  
Figura	  3.	  Producción	  global	  media	  de	  guisante	  para	  consumo	  en	  seco	  por	  continentes	  
desde	  1992-­‐	  2012.	  
En	   los	  últimos	  años	   la	  producción	  de	  guisante	  se	  ha	  visto	   reducida	  en	  Europa	  
mientras	   que	   ha	   aumentado	   en	   Canadá,	   USA	   y	   Rusia	   (FAOSTAT	   2012,	  
http://faostat.fao.org).	   Estas	   fluctuaciones	   tienen	   causas	   no	   sólo	   económicas	   sino	  
también	  biológicas,	  físicas,	  técnicas	  y	  sociológicas	  (Smýkal	  et	  al.	  2012).	  Cabe	  destacar	  
la	   tendencia	   opuesta	   en	   cuanto	   a	   superficie	   destinada	   al	   cultivo	   que	   han	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experimentado	   Rusia	   (donde	   el	   área	   se	   ha	   ido	   incrementando)	   y	   Canadá	   (donde	   la	  
superficie	   se	   ha	   visto	   reducida)	   durante	   los	   últimos	   años.	   En	   la	   figura	   4	   se	   puede	  
observar	  la	  variación	  del	  área	  de	  cultivo	  del	  guisante	  en	  seco	  entre	  2000	  y	  2012	  en	  los	  
cinco	  países	  del	  mundo	  que	  mayor	  superficie	  destinaron	  a	  su	  cultivo.	  No	  obstante,	  las	  
mayores	   tasas	  de	   rendimiento	  mundial	   durante	  el	  mismo	  periodo	  de	   tiempo	   se	  han	  
registrado	   en	   Bélgica,	   Francia,	   Holanda,	   Irlanda	   y	   Suiza	   (FAOSTAT	   2012,	  
http://faostat.fao.org).	  	  
	  
Figura	  4.	  Evolución	  del	  área	  de	  cultivo	  del	  guisante	  seco	  entre	  2000	  y	  2012	  en	  los	  cinco	  
países	  del	  mundo	  que	  mayor	   superficie	  media	  han	  destinado	  al	   cultivo	  desde	  el	  año	  
2000.	  
En	  Europa,	  Rusia,	  Ucrania,	  Francia,	  España	  y	  Alemania	  son	  los	  países	  que	  mayor	  
área	   dedicaron	   al	   cultivo	   del	   guisante	   en	   seco	   durante	   los	   años	   2000-­‐2012	   (Fig.	   5).	  	  
Aunque	  Rusia	  y	  Francia	   lideran	  la	  producción	  de	  guisante,	  son	  Francia	  y	  Alemania	  los	  
países	   europeos	   que	   registran	   mayores	   rendimientos	   del	   cultivo	   (FAOSTAT	   2012,	  
http://faostat.fao.org).	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Figura	  5.	  Evolución	  del	  área	  de	  cultivo	  del	  guisante	  seco	  entre	  2000	  y	  2012	  en	  los	  cinco	  
países	  europeos	  que	  mayor	  superficie	  han	  destinado	  al	  cultivo	  desde	  el	  año	  2000.	  
	  
La	  evolución	  del	  cultivo	  del	  guisante	  en	  España	  se	  refleja	  en	  la	  Figura	  6.	  En	  1961	  
la	   producción	   de	   guisantes	   secos	   era	   de	   28.900	   t,	   sin	   embargo,	   esta	   cifra	   fue	  
descendiendo	  hasta	  llegar	  en	  1983	  a	  2.725	  t.	  Durante	  esta	  época	  el	  país	  sufrió	  un	  gran	  
crecimiento	   económico	   aparejado	   de	   una	   mejora	   del	   nivel	   de	   vida	   que	   tuvo	   como	  
consecuencia	   el	   cambio	  de	   los	  hábitos	   alimenticios	  de	   la	   población,	   que	  aumentó	   el	  
consumo	  de	  proteínas	  de	  origen	  animal	  en	  detrimento	  de	  las	  de	  origen	  vegetal.	  A	  esto	  
se	  unieron	  las	  dificultades	  de	  mecanización	  del	  cultivo	  y	  el	  hecho	  de	  que	  los	  avances	  
tecnológicos	  acaecidos	  durante	  estas	  décadas	  en	  la	  agricultura	  no	  fueran	  incorporados	  
a	   las	   leguminosas	   dados	   sus	   bajos	   rendimientos	   en	   comparación	   con	   otros	   cultivos	  
(López-­‐Bellido	   1988).	   A	   partir	   de	   1994	   la	   producción	   de	   guisantes	   experimentó	   un	  
fuerte	   incremento	  gracias	  a	   las	  subvenciones	  que	   la	  Comunidad	  Europea	  concedió	  al	  
guisante	   como	   cultivo	   proteaginoso,	   alcanzando	   84.100	   t	   en	   1996.	   Sin	   embargo,	   a	  
partir	  de	  este	  año	  la	  producción	  de	  guisantes	  comienza	  a	  descender	  hasta	  las	  60.000	  t	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en	  1999.	  No	  obstante,	  las	  ayudas	  al	  cultivo	  otorgadas	  por	  la	  Unión	  Europea	  a	  partir	  del	  
año	   2000	   han	   favorecido	   que	   cada	   vez	   más	   agricultores	   apuesten	   por	   el	   cultivo.	  
Durante	   los	   últimos	   años	   la	   evolución	   del	   cultivo	   del	   guisante	   a	   pesar	   de	   presentar	  
fluctuaciones	  parece	  tener	  una	  tendencia	  global	  positiva.	  En	  2012,	  España	  fue	  el	  tercer	  
país	   europeo	   en	   área	   de	   cultivo	   y	   el	   quinto	   en	   producción,	   sin	   embargo	   fue	   el	   país	  
europeo	   que	   registró	   menores	   niveles	   de	   rendimiento	   (FAOSTAT	   2012,	  
http://faostat.fao.org).	  La	  razón	  principal	  es	  la	  ausencia	  de	  cultivares	  específicamente	  
adaptados	  a	  las	  condiciones	  ambientales	  y	  a	  las	  enfermedades	  y	  plagas	  que	  afectan	  al	  
cultivo	  en	  nuestro	  país	  (Rubiales	  et	  al.	  2009).	  No	  obstante,	   los	  agricultores	  españoles	  
siguen	  apostando	  por	  el	   cultivo	  del	   guisante,	   siendo	   la	   leguminosa	  grano	   con	  mayor	  
superficie	  de	  cultivo	  dedicada	  en	  España	  durante	  2012.	  
Por	   comunidades	   autónomas,	   Castilla	   La	  Mancha	   (58.929	  Ha),	   Castilla	   y	   León	  
(48.930	   Ha),	   Aragón	   (29.298	   Ha),	   Andalucía	   (6.499	   Ha),	   Extremadura	   (6.258	   Ha)	   y	  
Navarra	   (2.182	   Ha)	   fueron	   las	   comunidades	   que	   registraron	   una	   mayor	   superficie	  
dedicada	  al	  cultivo	  en	  2012	  (Ministerio	  de	  Agricultura,	  Alimentación	  y	  Medio	  Ambiente	  
de	  España,	  http://magrama.go.es).	  
	   En	  Andalucía,	  el	  guisante	  no	  es	  una	  leguminosa	  cultivada	  tradicionalmente.	  No	  
obstante,	  su	  cultivo	  se	  fue	  imponiendo	  a	  principios	  de	  la	  década	  de	  los	  90	  gracias	  a	  su	  
potencial	  e	  interés,	  y	  a	  los	  esfuerzos	  de	  la	  Administración	  por	  fomentarlo	  a	  través	  de	  
subvenciones.	  Sin	  embargo,	  estas	  ayudas	  no	  fueron	  acompañadas	  de	  una	  inversión	  en	  
I+D	  que	  permitera	  conocer	  el	  cultivo	  y	  su	  problemática.	  Desde	  el	  año	  1992	  hasta	  1996	  
se	   obtuvieron	   prometedores	   resultados,	   permitiendo	   pasar	   de	   2.000	   a	   40.000	   Ha	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cultivadas	   en	   tan	   sólo	   3	   años	   (con	   grandes	   expectativas	   de	   aumento).	   No	   obstante,	  
este	   progreso	   sufrió	   un	   gran	   retroceso	   en	   la	   campaña	   1995-­‐1996	   debido	  
principalmente	  a	  ataques	  de	  jopo	  (Orobanche	  crenata	  Forsk.)	  y	  ascoquitosis	  (Didymella	  
pinodes	   (Berk	   &	   Blox)	   Vesterg.)	   (Rubiales	   et	   al.	   1999	   y	   2003).	   Actualmente,	   la	  
producción	   y	   el	   área	  de	   cultivo	  del	   guisante	  ha	   ido	   recuperándose,	   tratándose	  de	   la	  
tercera	   leguminosa	  con	  mayor	  área	  de	  cultivo	  en	  Andalucía	  durante	  2012	  (Ministerio	  
de	  Agricultura,	  Alimentación	  y	  Medio	  Ambiente	  de	  España,	  http://magrama.go.es).	  Por	  
provincias	   andaluzas:	   Granada,	   Huelva	   y	   Córdoba	   son	   las	   que	   registraron	   mayor	  
superficie	  de	  cultivo	  en	  2010;	  mientras	  que	  Granada,	  Córdoba	  y	  Málaga	  registraron	  la	  
mayor	   producción	   (Ministerio	   de	   Agricultura,	   Alimentación	   y	   Medio	   Ambiente	   de	  
España,	  http://magrama.go.es).	  
	  
4.	  Requerimientos	  del	  cultivo	  
El	  guisante	  se	  desarrolla	  de	  forma	  óptima	  en	  climas	  templados	  y	  relativamente	  
húmedos,	   aunque	   su	   distribución	   puede	   alcanzar	   grandes	   altitudes	   en	   los	   trópicos	  
soportando	  temperaturas	  que	  van	  desde	  los	  7	  a	  los	  30ºC	  (Duke	  1981,	  Davies	  1985).	  Su	  
cultivo	   se	   concentra	   entre	   el	   Trópico	   de	  Cáncer	   y	   los	   50°N	   (Davies	   1985)	   aunque	   su	  
temperatura	   óptima	   de	   crecimiento	   ronda	   los	   16-­‐21ºC	   durante	   el	   día	   y	   10-­‐16ºC	  
durante	  la	  noche	  (Slinkard	  et	  al.	  1994).	  No	  obstante,	  dado	  que	  se	  cultiva	  en	  regiones	  
templadas	  el	   cultivo	   suele	  verse	  afectado	  por	   las	  heladas.	   Existen	   cultivares	   con	  una	  
resistencia	  moderada	  a	   las	  bajas	  temperaturas	  (tolerando	  los	  -­‐3ºC)	  e	   incluso	  con	  alta	  
resistencia	  a	  ellas	  (-­‐9ºC)	  (Slinkard	  et	  al.	  1994).	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Figura	  6.	  Cultivo	  del	  guisante	  para	  consumo	  en	  seco	  en	  España	  desde	  la	  década	  de	  los	  
sesenta	  hasta	  2012.	  A)	  Área	  de	  cultivo	   (Ha);	  B)	  Producción	  del	  cultivo	   (toneladas);	  C)	  
Rendimiento	  del	  cultivo	  (Hg/Ha).	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Los	   guisantes	   presentan	   un	   buen	   desarrollo	   en	   suelos	   ligeramente	   ácidos	   o	  
alcalinos	  (llegando	  a	  soportar	  un	  pH	  entre	  5.5-­‐8.8)	  con	  pH	  óptimo	  dentro	  del	  rango	  6-­‐
6.6.	  	  
La	   fertilización	  con	  nitrógeno	  no	  suele	   ser	  necesaria	  debido	  a	   la	   simbiosis	  del	  
guisante	  con	  la	  bacteria	  Rhizobium	  leguminosarum,	  que	  se	  encuentra	  comúnmente	  en	  
los	  suelos	  españoles.	  Sin	  embargo,	  sí	  se	  hace	  necesaria	  cuando	  la	  nodulación	  es	  escasa	  
o	   inexistente.	   La	   relación	   simbiótica	   entre	   el	   guisante	   y	  R.	   leguminosarum	   dota	   a	   la	  
planta	   de	   capacidad	  para	   fijar	   nitrógeno	   atmosférico	  y	  mejora	   la	   fertilidad	  del	   suelo	  
(Davis	  et	  al.	  1985).	  
	  
5.	  Importancia	  del	  guisante	  
Especie	  modelo	  en	  los	  inicios	  de	  la	  genética	  
El	   guisante	   fue	   el	   primer	   organismo	  modelo	   usado	   en	   estudios	   de	   genética,	   siendo	  
utilizado	  por	  primera	  vez	  por	  Knight	  (1799)	  para	  demostrar	  cómo	  en	  un	  cruzamiento	  
ambos	   parentales	   contribuían	   en	   igual	   medida	   a	   la	   descendencia.	   De	   forma	  
independiente,	  Knight	  (1799)	  y	  Mendel	  (1866)	  llegaron	  a	  esta	  misma	  conclusión	  (Olby	  
1985)	   convirtiéndose	   en	   los	   padres	   de	   la	   genética.	   Sin	   embargo,	   con	   el	   tiempo	   su	  
importancia	  como	  planta	  modelo	  fue	  decayendo	  dado	  el	  gran	  tamaño	  de	  su	  genoma	  
(Macas	  et	  al.	  2007),	  la	  pequeña	  cantidad	  de	  semillas	  originadas	  tras	  cada	  cruzamiento	  
y	  la	  dificultad	  para	  su	  transformación	  (Schroeder	  et	  al.	  1993,	  Bean	  et	  al.	  1997).	  	  
No	  obstante,	  en	  los	  últimos	  años	  los	  avances	  científicos	  han	  permitido	  realizar	  
grandes	  progresos	  en	  el	   conocimiento	  del	   guisante	   a	  nivel	  molecular,	   de	  modo	  que,	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actualmente	   existe	   a	   disposición	   de	   la	   comunidad	   científica	   una	   serie	   de	   recursos	  
básicos	  como	  colecciones	  de	  mutantes	  (Duc	  y	  Messager	  1989,	  Sagan	  et	  al.	  1994,	  Sagan	  
y	   Duc	   1996,	   Triques	   et	   al.	   2007,	   Dalmais	   et	   al.	   2008,	   Le	   Signor	   et	   al.	   2009),	   bibliotecas	  
artificiales	  de	   cromosomas	  bacterianos	   (bacterial	   artifitial	   chromosome,	  BAC)	   (Coyne	  
et	   al.	   2007,	   Hofer	   et	   al.	   2009),	   un	   sistema	   de	   silenciamiento	   génico	   efectivo	  
(Constantin	  et	  al.	  2004)	  y	  dos	  transcriptomas	  (Franssen	  et	  al.	  2011,	  Kaur	  et	  al.	  2012).	  
Fuente	  de	  proteínas	  y	  beneficios	  para	  la	  salud	  
Las	  leguminosas	  constituyen	  una	  tercera	  parte	  del	  aporte	  proteico	  de	  la	  dieta	  humana	  
y	   llegan	   a	   constituir	   la	   única	   fuente	  de	  proteínas	   en	   la	   dieta	  de	   algunas	   regiones	  de	  
Asia	  y	  África	  (Ramos	  et	  al.	  1996).	  El	  guisante	  juega	  un	  papel	  importante	  en	  los	  sistemas	  
agrícolas	  mundiales	  dado	  su	  elevado	  valor	  energético	  (50%	  de	  almidón	  y	  5%	  azúcares	  
simples),	   contenido	  proteico	   (23-­‐25%)	   (Bastianelli	   et	   al.	   1998)	   y	   los	   escasos	   insumos	  
necesarios	  para	  su	  cultivo.	  Se	  consume	  en	  seco,	  fresco,	  enlatado	  y	  congelado;	  además	  
de	   usarse	   en	   la	   fabricación	   de	   pastas,	   productos	   dietéticos,	   espesantes,	   plásticos	  
biodegradables,	  aceites	  industriales,	  abono	  verde,	  piensos,	  forraje	  y	  ensilados	  para	  el	  
ganado	  (Ramos	  et	  al.	  1996).	  	  
En	   general,	   las	   legumbres	   acumulan	   productos	   del	   metabolismo	   secundario	  
como	   son	   las	   isoflavonas	   consideradas	   beneficiosas	   para	   la	   salud	   por	   poseer,	   entre	  
otras,	  propiedades	  anticancerígenas	  (Dixon	  y	  Sumner	  2003).	  Sus	  virtudes	  se	  extienden	  
más	  allá	  de	  su	  capacidad	  nutritiva,	  ya	  que	  su	  consumo	  tiene	  efecto	  hipoglucemiante	  y	  
reduce	   los	   niveles	   de	   colesterol	   (Jenkins	   et	   al.	   2003).	   Sin	   embargo,	   algunas	  
leguminosas	  generan	  compuestos	  anti-­‐nutritivos	  (metabolitos	  secundarios)	  como	  son	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los	   taninos,	   fitohemaglutininas,	   inhibidores	   de	   tripsina	   y	   alérgenos	   (Gupta	   1987,	  
Ramos	   et	   al.	   1996,	   Spergel	   y	   Fiedler	   2001).	   En	   el	   caso	   del	   guisante,	   el	   contenido	   en	  
fitohemaglutininas	  parece	  ser	  el	  factor	  que	  provoca	  un	  efecto	  negativo	  en	  la	  salud,	  no	  
obstante,	  el	  tratamiento	  térmico	  reduce	  sus	  niveles	  a	  valores	  tolerables	  (Ramos	  et	  al.	  
1996).	  	  
	  
6.	  Principales	  estreses	  bióticos	  y	  abióticos	  del	  cultivo	  del	  guisante	  
El	   cultivo	   del	   guisante	   se	   ha	   visto	   afectado	   desde	   su	   domesticación	   por	   diferentes	  
estreses	  bióticos	  y	  abióticos	  que	  provocan	  grandes	  pérdidas	  de	  rendimiento.	  Entre	  los	  
diferentes	   estreses	   bióticos	   que	   afectan	   al	   cultivo	   destacan	   el	   ataque	   de	   patógenos	  
causantes	   de	   enfermedades,	   las	   plagas	   de	   insectos	   y	   el	   ataque	  de	  plantas	   parásitas.	  
Por	   otro	   lado,	   los	   estreses	   abióticos	   derivados	   de	   condiciones	   ambientales	   adversas	  
como	   heladas	   o	   sequía	   también	   afectan	   severamente	   al	   rendimiento	   del	   cultivo.	   A	  
continuación,	   se	   describen	   algunos	   de	   los	   estreses	   bióticos	   y	   abióticos	   más	  
importantes	  para	  el	  cultivo	  del	  guisante:	  
Estreses	  bióticos	  
• Podredumbre	  de	  la	  raíz	  causada	  por	  Fusarium	  solani	  f.sp.	  pisi	  Snyder	  &	  Hansen	  
Se	  trata	  de	  una	  enfermedad	  problemática	  que	  a	  menudo	  tiende	  a	  complicarse	  y	  
asociarse	  a	  otras	  enfermedades	  causadas	  por	  patógenos	  como	  Aphanomyces,	  
Rhizoctonia	   o	   Pythium.	   Se	   encuentra	   ampliamente	   distribuida	   en	   Europa	   y	  
América,	   causando	  pérdidas	  de	   rendimiento	  que	   llegan	  hasta	  el	  60%	   (Basu	  et	  
al.	  1978).	  La	   infección	  causa	   lesiones	  de	  color	  marrón	  oscuro	  que	  coalescen	  y	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terminan	   destruyendo	   las	   raíces.	   Los	   síntomas	   que	   se	   observan	   en	   la	   parte	  
aérea	  son	  retraso	  del	  crecimiento	  y	  amarilleamiento	  seguido	  de	  necrosis	  en	  la	  
parte	  basal	  de	  la	  planta.	  
• Fusariosis	   vascular	   del	   guisante	   causada	   por	   Fusarium	   oxysporum	   f.sp.	   pisi	  
Linford	  
Es	  una	  de	  las	  enfermedades	  vasculares	  más	  dañinas	  para	  las	  leguminosas	  (Kraft	  
et	   al.	   1998).	   Se	   encuentra	   distribuida	   mundialmente,	   siendo	   especialmente	  
importante	  en	  el	  cultivo	  del	  guisante	  donde	  causa	  pérdidas	  de	  rendimiento	  de	  
hasta	  el	  90%	  (Sharma	  et	  al.	  2006).	  Puede	  manifestarse	  externamente	  como	  un	  
amarilleamiento	  seguido	  de	  necrosis	  e	  incluso	  como	  un	  brusco	  marchitamiento	  
que	  puede	  llevar	  a	  la	  muerte	  de	  la	  planta.	  
• Ascoquitosis	  del	  guisante	  causada	  por	  Didymella	  pinodes	  (Berk.	  &	  Blox.)	  Petrak,	  
Ascochyta	   pisi	   Lib.	   y	   Phoma	  medicaginis	   var.	   pinodella	   (L.	   K.	   Jones)	  Morgan-­‐
Jones	  &	  K.	  B.	  Burch	  
La	   ascoquitosis	   del	   guisante	   puede	   ser	   causada	   por	   el	   complejo	   de	   hongos	  
Aschochyta	   pisi,	   Didymella	   pinodes	   y/o	   Phoma	   medicaginis	   var.	   pinodella	  
(Bretag	  et	  al.	  2006,	  Peever	  et	  al.	  2007),	  aunque	  D.	  pinodes	  es	  el	  más	  importante	  
y	  dañino	  para	  el	  cultivo,	  provocando	  severas	  pérdidas	  de	  rendimiento	  de	  un	  30-­‐
75%	  (Bretag	  1989,	  Moussart	  et	  al.	  1998,	  Roger	  et	  al.	  1999,	  Kaiser	  et	  al.	  2000,	  
Bretag	  y	  Ramsey	  2001,	  Bretag	  et	  al.	   2006,	  Tivoli	   y	  Banniza	  2007,	  McDonald	  y	  
Peck	  2009).	  La	  enfermedad	  afecta	  a	  toda	  la	  parte	  aérea	  de	  la	  planta	  e	  invade	  el	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tejido	   del	   mesófilo	   causando	   lesiones	   necróticas	   en	   hojas,	   tallos,	   vainas	   y	  
cotiledones	   (Bretag	   y	   Ramsey	   2001).	   La	   enfermedad	   se	   encuentra	   distribuida	  
mundialmente	   (Lawyer	   1984)	   constituyendo,	   después	   del	   jopo,	   el	   factor	  más	  
limitante	  para	  el	  cultivo	  del	  guisante	  en	  la	  Cuenca	  Mediterránea	  (Rubiales	  et	  al.	  
2012).	  
• Oídio	  provocado	  por	  Erysiphe	  pisi	  D.	  C.	  
El	  oídio	  es	  una	  enfermedad	  de	  dispersión	  aérea	  que	  tiene	  distribución	  mundial	  
(Dixon	  1978)	  aunque	  es	  especialmente	  importante	  en	  regiones	  donde	  los	  días	  
son	  cálidos	  y	  secos	  y	  las	  noches	  frías	  y	  húmedas	  (Smith	  et	  al.	  1996,	  Rubiales	  et	  
al.	   2009).	   E.	   pisi	   disminuye	   la	   biomasa	   total	   de	   la	   planta	   y	   su	   rendimiento	  
(Gritton	  y	  Ebert	  1975)	  causando	  pérdidas	  severas	  de	  entre	  25-­‐50%	  (Munjal	  et	  
al.	   1963,	   Warkenting	   et	   al.	   1996).	   Las	   mayores	   pérdidas	   de	   rendimiento	   se	  
producen	   cuando	   se	   realizan	   siembras	   tardías	   o	   se	   siembran	   cultivares	   de	  
maduración	  tardía,	  ya	  que	  en	  estos	  casos	  el	  ataque	  del	  patógeno	  coincide	  con	  
el	  llenado	  del	  grano.	  
• Roya	   del	   guisante	   causada	   por	   Uromyces	   viciae-­‐fabae	   (Pers.)	   J.	   Schröt	   y	  
Uromyces	  pisi	  (Pers.)	  Liro	  
La	   roya	   del	   guisante	   es	   una	   enfermedad	   que	   se	   encuentra	   distribuida	  
mundialmente	  y	  es	  especialmente	  seria	  en	  regiones	  de	  clima	  cálido	  y	  húmedo.	  
llegando	   a	   provocar	   importantes	   pérdidas	   de	   producción	   de	   más	   del	   30%	  
(Agrios	  1998,	  Barilli	   et	  al.	  2009).	  Puede	  ser	   causada	  por	   los	  hongos	  Uromyces	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viciae-­‐fabae	   o	  U.	   pisi	   y	   suele	   aparecer	   a	   mediados	   de	   primavera	   durante	   la	  
floración	   y	   el	   llenado	   de	   las	   vainas.	   La	   roya	   suele	   provocar	   daños	   fisiológicos	  
que	  derivan	  en	  una	  reducción	  de	  la	  fotosíntesis.	  
• Podredumbre	  de	  la	  raíz	  provocada	  por	  Aphanomyces	  euteiches	  Drech.	  
Se	  trata	  de	  una	  de	  las	  enfermedades	  más	  dañinas	  y	  ampliamente	  distribuidas	  y	  
cada	   año	   es	   responsable	   de	   pérdidas	   de	   rendimiento	   que	   alcanzan	   el	   80%	  
especialmente	  en	  suelos	  encharcados	  (Kraft	  y	  Pfleger	  2001,	  Gaulin	  et	  al.	  2007).	  
Este	  oomiceto	  infecta	  primero	  la	  raíz	  y	  más	  tarde	  se	  extiende	  por	  el	  resto	  de	  la	  
planta	   llegando	   a	   producir	   clorosis,	   necrosis	   y	   marchitamiento	   (Gaulin	   et	   al.	  
2007).	  
• Mildiu	   del	   guisante	   causado	   por	   Peronospora	   viciae	   (Berk.)	   Caspary	   f.sp.	   pisi	  
Sydow	  
El	  mildiu	  suele	  aparecer	  en	  el	  guisante	  en	  las	  primeras	  etapas	  del	  crecimiento	  o	  
cuando	  el	   clima	  es	   húmedo	   y	   fresco.	   Se	   trata	   de	  una	   enfermedad	  distribuida	  
por	   todo	   el	   mundo	   que	   produce	   pérdidas	   de	   rendimiento	   mayores	   del	   55%	  
(Clark	   y	   Spencer-­‐Philips	   2005,	   Amey	   et	   al.	   2008)	   y	   puede	   causar	   infecciones	  
tanto	  locales	  como	  sistémicas,	  siendo	  las	  últimas	  las	  más	  dañinas.	  En	  las	  plantas	  
infectadas	  se	  observa	  clorosis	  y	  mal	  desarrollo,	  hasta	  el	  punto	  de	  que	  pueden	  
morir	  antes	  de	  la	  floración.	  Cuando	  la	  infección	  es	  tardía	  queda	  restringida	  a	  las	  
partes	  apicales	  de	  la	  planta.	  
• Bacteriosis	  del	  guisante	  causada	  por	  Pseudomonas	  syringae	  van	  Hall	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Pseudomonas	   syringae	   es	   el	   principal	   patógeno	   causante	   de	   la	   bateriosis	   del	  
guisante	   y	   es	   responsable	   de	   perdidas	   que	   alcanzan	   un	   70%	   (Lawyer	   y	   Chun	  
2001,	   Richardson	   y	   Hollaway	   2011)	   especialmente	   durante	   primaveras	  
húmedas	  o	  en	  condiciones	  de	  encharcamiento.	  Se	  distinguen	  dos	  patovares	  con	  
distribución	  mundial,	  pisi	  y	  syringae,	  siendo	  P.	  syringae	  pv.	  pisi	  Sackett	  el	  más	  
extendido.	   Se	   transmite	   a	   través	   de	   la	   semilla.	   Afecta	   a	   la	   parte	   aérea	   de	   la	  
planta,	   llegando	  a	  producir	  defoliación	  y	  aborto	   floral.	  Cuando	   la	   infección	  es	  
tardía	   las	   vainas	   también	   pueden	   verse	   afectadas,	   infectando	   también	   las	  
semillas	  que	  contienen	  (Kraft	  y	  Pfleger	  2001).	  
• Nematodo	  del	  guisante	  (Heterodera	  goettingiana	  Lieb.)	  
Heterodera	   goettingiana	   inhibe	   la	   nodulación	   de	  Rhizobium	   y	   la	   fijación	   de	  
nitrógeno,	  de	  modo	  que,	  en	  el	  campo	  se	  observan	  rodales	  de	  plantas	  atrofiadas	  
y	   cloróticas	   que	   parecen	   tener	   deficiencia	   mineral	   y	   estrés	   hídrico	   (Kraft	   y	  
Pfleger	   2001).	   Además,	   las	   lesiones	   radiculares	   producidas	   durante	   la	  
infestación	   favorece	   la	   aparición	   de	   enfermedades	   oportunistas	   como	   la	  
fusariosis.	  H.	  goettingiana	  utiliza	  también	  otras	  leguminosas	  como	  la	  veza	  o	  el	  
haba	  como	  hospedadores.	  La	  producción	  de	  guisante	  puede	  registrar	  pérdidas	  
de	   entre	   20-­‐50%	   que	   alcanzan	   el	   75%	   durante	   infestaciones	   severas	   (Di	   Vito	  
1991).	   En	   ausencia	   de	   hospedador	   los	   quistes	   de	   resistencia	   son	   capaces	   de	  
permanecer	  inactivos	  en	  el	  suelo	  durante	  largos	  períodos	  de	  tiempo	  causando	  
graves	   daños	   cuando	   el	   terreno	   vuelve	   a	   sembrarse	   con	   guisante	   (Kraft	   y	  
Pfleger	  2001).	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• Pulgón	  verde	  del	  guisante	  (Acyrtosiphon	  pisum	  Harris)	  
A.	   pisum	   es	   una	   de	   las	   plagas	   que	   más	   severamente	   afecta	   al	   cultivo	   del	  
guisante	  en	   las	   regiones	   templadas	   (Sandström	  y	  Petterson	  1994,	  Wilkinson	  y	  
Douglas	   1998),	   dando	   lugar	   a	   importantes	   pérdidas	   de	   rendimiento	   que	  
alcanzan	  el	  60%	  (Biddle	  et	  al.	  1994,	  van	  Emden	  et	  al.	  2007)	  El	  pulgón	  verde	  del	  
guisante	  se	  alimenta	  de	   la	  savia	  del	   floema	  (Tjallingii	  2006,	  Will	  et	  al.	  2009)	  y	  
provoca	  daños	  fisiológicos	  además	  de	  actuar	  como	  vector	  de	  virus	   (Guo	  et	  al.	  
2012).	  
• Virus	  del	  mosaico	  y	  las	  enaciones	  del	  guisante	  (PEMV)	  
El	  PEMV	  es	  un	  virus	  muy	   importante	  no	  sólo	  para	  el	   cultivo	  del	  guisante	  sino	  
también	   para	   otras	   leguminosas	   como	   el	   garbanzo,	   la	   lenteja	   y	   las	   habas.	   El	  
virus	  puede	  ser	  propagado	  por	  al	  menos	  10	  especies	  de	  áfidos	  diferentes,	  de	  
entre	   las	  que	  Acyrthosiphon	  pisum	   y	  Myzus	  persicae	   son	   las	  más	   importantes	  
(Kraft	   y	  Pfleger	  2001).	  En	   las	  hojas	  aparece	  un	  moteado	  clorótico	   internervial	  
que	  se	   torna	  hialino,	   casi	   translúcido,	  apareciendo	  a	  veces	  un	  aclarado	  de	   las	  
nerviaciones.	   Las	   hojas	   nuevas	   se	   curvan	   y	   se	   deforman	   pudiendo	   observar	  
necrosis	   en	   las	   plantas	   muy	   susceptibles.	   Los	   entrenudos	   de	   la	   planta	   se	  
acortan	  y	  la	  planta	  se	  enaniza.	  En	  algunas	  ocasiones,	  se	  forman	  proliferaciones	  
celulares	  o	  enaciones	  en	  el	  envés	  de	  las	  hojas	  cerca	  de	  los	  nervios.	  
• Gorgojo	  del	  guisante	  (Bruchus	  pisorum	  L.)	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La	  larva	  de	  B.	  pisorum	  utiliza	  como	  alimento	  la	  semilla	  del	  guisante	  llegando	  a	  
dañar	   hasta	   el	   70%	   de	   las	   semillas,	   reduciendo	   su	   calidad	   y	   capacidad	   de	  
comercialización	  (Smith	  1990,	  Clement	  et	  al.	  2000).	  A	  pesar	  de	  que	  se	  utilizan	  
métodos	  insecticidas	  para	  su	  control,	  su	  efectividad	  en	  campo	  es	  muy	  limitada	  
debido	   a	   que	   se	   requieren	   aplicaciones	   continuadas	   durante	   varias	   semanas	  
(Michael	  et	  al.	  1990).	  
• Jopo	  (Orobanche	  crenata	  Forsk.)	  
El	   jopo	   lleva	   constituyendo	   una	   amenaza	   para	   los	   cultivos	   de	   leguminosas	  
desde	   la	  antigüedad	   llegando	  a	  provocar	  pérdidas	  de	  rendimiento	  de	  más	  del	  
80%	  durante	  infestaciones	  severas	  (Rubiales	  et	  al.	  1999,	  2003	  y	  2005).	  Se	  trata	  
de	   una	   planta	   holoparásita	   no	   sólo	   de	   leguminosas,	   sino	   también	   de	   otros	  
cultivos	  como	  la	  zanahoria,	  la	  lechuga	  o	  el	  apio.	  Una	  vez	  que	  se	  ha	  anclado	  a	  las	  
raíces	  es	  capaz	  de	  sobrevivir	  y	  desarrollarse	  extrayendo	  los	  nutrientes	  y	  el	  agua	  
necesaria	   a	   través	   de	   las	   conexiones	   vasculares	   que	   establece	   con	   su	  
hospedador	  (Fernández-­‐Aparicio	  et	  al.	  2012).	  	  
Estreses	  abióticos	  
• Sequía	  
La	  sequía	  es	  uno	  de	   los	   factores	  abióticos	  que	  más	   limitan	  el	   rendimiento	  del	  
cultivo	   del	   guisante	   a	   nivel	   mundial	   y	   particularmente	   en	   la	   región	  
Mediterránea.	   Este	   déficit	   hídrico	   característico	   de	   los	   países	   de	   la	   Cuenca	  
Mediterránea	  no	  sólo	  afecta	  a	   las	  regiones	  áridas	  y	  semiáridas	  sino	  también	  a	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aquéllas	  áreas	  donde	  las	  precipitaciones	  totales	  aún	  siendo	  elevadas	  tienen	  una	  
frecuencia	  irregular	  durante	  la	  temporada	  de	  cosecha;	  o	  donde	  la	  capacidad	  del	  
suelo	  para	  retener	  agua	  es	  limitada	  (Kramer	  et	  al.	  1980,	  Sinha	  et	  al.	  1986).	  
• Heladas	  
Las	   heladas	   suelen	   resultar	   un	   problema	   para	   el	   cultivo	   del	   guisante	   ya	   que	  
reducen	   su	   rendimiento	   y	   calidad.	   Su	   incidencia	   es	   mayor	   en	   las	   zonas	  
septentrionales	   dónde	   producen	   severos	   daños	   fisiológicos	   que	   aumentan	   la	  
susceptibilidad	  de	   las	  plantas	  a	   sufrir	   infecciones	  oportunistas	   (Kraft	  y	  Pfleger	  
2001).	  La	  severidad	  de	  los	  daños	  dependerá	  de	  la	  temperatura	  que	  se	  alcance	  y	  
de	   la	  duración	  de	   la	   exposición,	   además	  de	   las	   condiciones	  ambientales	   a	   las	  
que	  haya	  estado	  sometido	  el	  cultivo	  anteriormente	  y	  de	  las	  condiciones	  futuras	  
(kraft	  y	  Pfleger	  2001).	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INTRODUCCIÓN	  A	  LA	  ASCOQUITOSIS	  DEL	  GUISANTE	  	  
CAUSADA	  POR	  DIDYMELLA	  PINODES	  (BERK	  &	  BLOX)	  PETRAK	  
	  
La	   práctica	   de	   la	   siembra	   temprana,	   habitual	   para	   conseguir	   rendimientos	   altos	   y	  
estables	   en	   guisante,	   aumenta	   las	   posibilidades	   de	   que	   enfermedades	   como	   la	  
ascoquitosis	   adquieran	  especial	   importancia.	   Esta	  enfermedad,	   causada	  por	  distintas	  
especies	   del	   género	  Didymella,	   está	   presente	   en	   diversas	   leguminosas	   entre	   las	   que	  
destacan	  el	  guisante,	  el	  garbanzo,	  la	  lenteja	  y	  las	  habas.	  Así,	  D.	  rabiei	  (Kovatsch.)	  v.	  Arx	  
es	  responsable	  de	  esta	  enfermedad	  en	  garbanzo,	  D.	  fabae	  Jellis	  &	  Punith.	  en	  haba	  y	  D.	  
lentis	  Kaiser,	  Wang	  &	  Rogers	  en	  lenteja.	  
	   En	   guisante,	   la	   ascoquitosis	   puede	   ser	   provocada	   por	   el	   complejo	   de	   hongos	  
formado	   por:	   Aschochyta	   pisi	   Lib.,	   Didymella	   pinodes	   y/o	   Phoma	   medicaginis	   var.	  
pinodella	  L.K.	  Jones	  (Bretag	  et	  al.	  2006,	  Peever	  et	  al.	  2007);	  de	  entre	  los	  que	  D.	  pinodes	  
es	   el	   patógeno	  más	   importante	   y	   dañino	   (Moussart	   et	   al.	   1998,	   Bretag	   et	   al.	   2006,	  
Tivoli	  y	  Banniza	  2007),	  llegando	  a	  provocar	  pérdidas	  de	  rendimiento	  de	  entre	  30-­‐75%	  
(Bretag	  1989,	  Roger	  et	  al.	  1999,	  Kaiser	  et	  al.	  2000,	  Bretag	  y	  Ramsey	  2001,	  McDonald	  y	  
Peck	  2009).	  D.	  pinodes	  es	  capaz	  de	  causar	  reducciones	  de	  hasta	  un	  25%	  en	  el	  número	  
de	  semillas	  por	  tallo	  y	  de	  un	  17%	  en	  el	  tamaño	  de	  la	  semilla	  (Tivoli	  et	  al.	  1996).	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Aunque	   D.	   pinodes	   ha	   sido	   descrito	   en	   Lathyrus,	   Phaseolus	   y	   Vicia,	   estos	  
huéspedes	   alternativos	   no	   juegan	   un	   papel	   importante	   como	   fuente	   de	   inóculo	  
(Lawyer	  1984).	  Las	  pérdidas	  de	  rendimiento	  causadas	  por	  la	  enfermedad	  dependen	  en	  
gran	  medida	  de	  las	  condiciones	  ambientales,	  la	  localización	  geográfica,	  la	  frecuencia	  y	  
distribución	  del	  patógeno	  y	  la	  intensidad	  de	  la	  enfermedad	  (Le	  May	  et	  al.	  2005,	  Salam	  
et	  al.	  2011).	  Así,	  el	  número	  de	  semillas	  y/o	  su	  peso	  puede	  verse	  severamente	  reducido	  
durante	  las	  infecciones	  (Tivoli	  et	  al.	  1996,	  Xue	  et	  al.	  1997,	  Garry	  et	  al.	  1998,	  Lucas	  et	  al.	  
1998).	   Además,	   la	   enfermedad	   adquiere	   especial	   importancia	   cuando	   el	   final	   de	   la	  
etapa	  de	  crecimiento	  se	  ve	  precedido	  por	  un	  período	  de	  sequía	  (Salam	  et	  al.	  2011)	  o	  
en	  las	  ya	  mencionadas	  siembras	  tempranas	  (McMurray	  et	  al.	  2011,	  Salam	  et	  al.	  2011a	  
y	  2011b).	  
	  
1.	  Distribución	  y	  control	  de	  la	  ascoquitosis	  causada	  por	  Didymella	  pinodes	  
La	  enfermedad	  se	  encuentra	  ampliamente	  distribuida,	  siendo	  mayor	  su	  importancia	  en	  
las	   zonas	   templadas	   de	   Europa,	   Norte	   América,	   Australia	   y	   Nueva	   Zelanda	   (Lawyer	  
1984)	   y	   constituye	   el	   mayor	   factor	   limitante	   del	   cultivo	   del	   guisante	   en	   la	   Cuenca	  
Mediterránea	   después	   del	   jopo	   (Rubiales	   et	   al.	   2012).	   Además,	   D.	   pinodes	   ha	   sido	  
descrito	  en	  África,	  Haití	  y	  Centro	  y	  Sudamérica	  (Lawyer	  1984).	  
Por	  lo	  general,	  el	  control	  de	  la	  enfermedad	  es	  necesario	  si	  se	  quiere	  obtener	  un	  
rendimiento	  aceptable.	  Así,	  la	  integración	  de	  dos	  o	  más	  métodos	  de	  control	  aumentan	  
las	  probabilidades	  de	  éxito	  (Jeger	  2004,	  McDonald	  y	  Peck	  2009).	  El	  uso	  de	  productos	  
químicos	  es	  económicamente	  inviable,	  por	  lo	  que	  la	  siembra	  de	  genotipos	  con	  niveles	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útiles	   de	   resistencia	   y	   la	  minimización	   de	   la	   dispersión	   del	   inóculo	   en	   el	   suelo	   y	   los	  
residuos	  de	   la	  cosecha	  son	  prácticas	  necesarias	  (Bretag	  et	  al.	  1995,	  McDonald	  y	  Peck	  
2009).	  La	  rotación	  de	  cultivos	  también	  ha	  sido	  descrita	  como	  un	  método	  para	  romper	  
el	  ciclo	  de	  la	  ascoquitosis,	  aunque	  su	  efectividad	  es	  limitada	  (McDonald	  y	  Peck	  2009).	  
Otra	   forma	   de	   control	   consiste	   en	   intercalar	   diferentes	   especies	   dentro	   del	   cultivo	  
(intercropping)	  ya	  que	  reduce	  la	  biomasa	  del	  hospedador,	  altera	  el	  microclima	  y	  crea	  
una	  barrera	  física	  que	  dificulta	   la	  dispersión	  de	   las	  esporas	  (Fernández-­‐Aparicio	  et	  al.	  
2010).	  Así,	  Fernández-­‐Aparicio	  y	  colaboradores	  (2010)	  observaron	  una	  disminución	  de	  
más	  del	  60%	  de	  la	  incidencia	  de	  la	  ascoquitosis	  en	  el	  guisante	  cuando	  el	  intercropping	  
se	   llevó	   acabo	   con	   haba	   o	   triticale.	   Johnston	   y	   colaboradores	   (1978)	   también	  
demostraron	   como	   la	   combinación	   de	   guisantes	   y	   cereales	   es	   una	   forma	   eficaz	   de	  
reducir	   la	  severidad	  de	   la	  ascoquitosis	  en	  el	  guisante.	  Además,	  se	  ha	  sugerido	  que	   la	  
siembra	   en	   bajas	   densidades	   es	   capaz	   de	   reducir	   la	   severidad	   de	   la	   enfermedad	  
(Hwang	  et	  al.	  2006).	  
	  
2.	  Ciclo	  de	  vida	  de	  Didymella	  pinodes	  
D.	  pinodes	  es	  endémico	  en	  áreas	  en	  las	  que	  los	  guisantes	  se	  cultivan	  año	  tras	  año,	  de	  
forma	  que	  el	   inóculo	   (esclerocios,	   clamidosporas	  y	  picnidios)	   (Fig.	  1b)	  permanece	  en	  
los	  restos	  vegetales	  y	  el	  suelo	  tras	  la	  cosecha,	  además	  de	  competir	  como	  saprófito	  con	  
la	  microflora	  edáfica.	  
	   La	  temperatura	  y	  humedad	  son	  los	  principales	  factores	  que	  afectan	  el	  progreso	  
de	   la	   enfermedad	   en	   el	   guisante	   (Bretag	   1989).	   Cuando	   las	   temperaturas	   son	   bajas	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(óptimo	   entre	   15-­‐20ºC)	   y	   hay	   suficiente	   humedad	   los	   picnidios	   y	   peritecas	   se	  
desarrollan	  y	  maduran,	   liberando	  esporas	  que	   infectan	  a	   las	  plantas	  de	  guisante.	  Las	  
ascosporas	   pueden	   ser	   dispersadas	   por	   el	   viento	   a	  más	   de	   1.5	   km	   distribuyendo	   la	  
enfermedad	  uniformemente	  por	  extensas	  áreas	  que	  incluyen	  terrenos	  cercanos	  en	  los	  
que	   previamente	   no	   se	   han	   sembrado	   guisantes.	   Las	   picnidiosporas	   sin	   embargo,	   a	  
menos	  que	  sean	  transportadas	  en	  gotas	  de	  agua	  durante	  vientos	  fuertes	  o	  tormentas,	  
tienen	  un	  radio	  de	  dispersión	  más	  local.	  Durante	  las	  tormentas	  grandes	  cantidades	  de	  
picnidiosporas	   salen	   empujadas	   en	   cirros	   gelatinosos,	   aunque	   la	   mayoría	   de	   estas	  
esporas	   caen	   en	   las	   hojas	   inferiores.	   De	   esta	   manera,	   un	   gran	   número	   de	  
picnidiosporas	   llega	   a	   las	   hojas	   dando	   lugar	   a	   lesiones	   en	   las	   que	   se	   desarrollarán	  
nuevos	   picnidios	   que	   formarán	  más	   picnidiosporas,	   de	  modo	  que,	   la	   enfermedad	   se	  
extiende	  rápidamente	  en	  condiciones	  de	  humedad.	  En	  los	  tejidos	  necrosados	  también	  
se	   forman	   peritecas	   junto	   a	   los	   picnidios,	   así	   pues,	   la	   fase	   sexual	   y	   asexual	   están	  
presentes	  durante	  todo	  el	  proceso	  patogénico.	  
	  
3.	  Sintomatología	  de	  la	  ascoquitosis	  causada	  por	  Didymella	  pinodes	  
Los	   síntomas	   iniciales	   causados	   por	   D.	   pinodes	   son	   manchas	   pequeñas,	   oscuras	   e	  
irregulares	   en	   las	   hojas,	   tallos,	   vainas	   y	   cotiledones	   (Lawyer	   1984)	   (Fig.	   1a).	   Justo	  
después	   de	   la	   floración	   la	   enfermedad	   progresa	   de	   forma	   muy	   rápida	   y	   severa,	  
comenzando	  en	  la	  parte	  baja	  de	  la	  planta	  y	  continuando	  verticalmente	  hacia	  la	  parte	  
superior.	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Las	   esporas	   se	   dispersan	   verticalmente	   mediante	   salpicaduras	   de	   gotas	   de	  
lluvia,	  por	   lo	  que,	   los	  síntomas	  siempre	  son	  más	  severos	  en	   las	  hojas	  y	   las	  partes	  del	  
tallo	  más	  próximas	  al	  suelo.	  A	   la	  misma	  vez,	  se	  produce	  una	  dispersión	  horizontal	  de	  
esporas	  a	  través	  del	  viento.	  
Bajo	  condiciones	  favorables,	  las	  lesiones	  de	  las	  hojas	  se	  desarrollan	  y	  coalescen	  
y	  aparece	  clorosis	  alrededor	  del	  tejido	  infectado	  (Roger	  y	  Tivoli	  1996).	  En	  las	  lesiones	  
se	   observan	   anillos	   concéntricos	   de	   color	   marrón	   claro	   y	   oscuro	   sobre	   los	   que	   se	  
forman	   los	   picnidios	   (Lawyer	   1984)	   (Fig.	   1b).	   Posteriormente,	   sobre	   los	   tejidos	  
necróticos	   se	   forman	   las	   peritecas.	   Bajo	   condiciones	   severas,	   la	   necrosis	   de	   la	  
superficie	   foliar	  puede	  dar	   lugar	  a	   la	  caída	  de	   la	  hoja	  y	  el	  marchitamiento	  total	  de	   la	  
planta	  (Roger	  y	  Tivoli	  1996).	  	  
	  
	  
Figura	  1.	  Síntomas	  foliares	  de	  ascoquitosis	  en	  guisante	  causados	  por	  D.	  pinodes.	  A)	  Foliolos	  de	  guisante	  
con	  manchas	  necróticas	  irregulares	  y	  clorosis;	  B)	  Detalle	  de	  una	  lesión	  causada	  por	  D.	  pinodes	  en	  cuya	  
parte	  central	  puede	  observarse	  un	  picnidio.	  La	  flecha	  señala	  la	  localización	  del	  picnidio	  en	  la	  lesión.	  
	  
En	  cuanto	  a	  las	  lesiones	  del	  tallo,	  éstas	  se	  inician	  en	  el	  punto	  de	  inserción	  de	  la	  
hoja	   muerta	   y	   se	   extienden	   a	   partir	   de	   este	   punto,	   alargándose	   progresivamente	   y	  
formando	  manchas	  estriadas	  de	  color	  azul	  oscuro	  o	  púrpura	  que	  pueden	  dar	  lugar	  a	  su	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estrangulamiento	   (Lawyer	   1984).	   Con	   el	   tiempo	   la	   base	   del	   tallo	   suele	   necrosarse	  
completamente	  pero	  no	  romperse.	  
Cuando	   las	   flores	   son	   infectadas,	   el	   hongo	   puede	   estrangular	   los	   sépalos	  
causando	  la	  caída	  de	  las	  flores	  o	  de	  las	  pequeñas	  vainas,	  además	  de	  deformar	  y	  limitar	  
la	  producción	  de	  los	  granos	  de	  las	  vainas	  supervivientes	  (Lawyer	  1984).	  
Las	   infecciones	  en	   las	   raíces	  son	  normalmente	  corticales,	  en	   la	  parte	  superior	  
de	   la	   raíz	  y	  el	  hipocótilo,	  aunque	   las	   raíces	   laterales	   también	  pueden	  ser	   invadidas	  y	  
destruidas	  (Lawyer	  1984).	  
Si	   la	   semilla	   está	   infectada,	   o	   la	   infección	   se	   desarrolla	   de	   forma	   temprana	  
debido	  a	   las	  severas	  condiciones	   invernales,	   las	  plantas	  pueden	  morir	  o	  ver	  reducido	  
su	  crecimiento	  hasta	  el	  punto	  de	  ser	  improductivas	  (Lawyer	  1984).	  
	  
4.	  Proceso	  de	  infección	  de	  Didymella	  pinodes	  
En	   interacciones	   con	   entradas	   susceptibles,	   las	   conidias	   presentes	   en	   la	   superficie	  
vegetal	   comienzan	   a	   germinar,	   emitiendo	   un	   tubo	   germinativo	   que	   finaliza	   en	   un	  
apresorio	  (Fig.	  2b).	  A	  este	  proceso,	  que	  dura	  unas	  8	  horas,	  le	  sigue	  la	  penetración	  de	  
las	  células	  epidérmicas	   (4	  horas)	  a	  través	  de	  una	  hifa	  de	  penetración	  (Heath	  y	  Wood	  
1969).	   La	  penetración	   suele	  producirse	  directamente	  a	   través	  de	   la	   cutícula,	   aunque	  
también	  es	  relativamente	  frecuente	  que	  ocurra	  a	  través	  de	  los	  estomas	  (Kerling	  1949).	  
En	   esta	   fase	   parecen	   estar	   implicadas	   enzimas	   degradativas	   (Clulow	   et	   al.	   1991a)	  
aunque,	  en	  el	  caso	  de	  las	  infecciones	  en	  hojas	  también	  se	  ha	  sugerido	  una	  penetración	  
mecánica.	   Una	   vez	   que	   el	   hongo	   ha	   atravesado	   la	   epidermis	   forma	   una	   estructura	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similar	  a	  una	  vesícula	  de	   infección	  de	   la	  que	  parten	   las	  hifas	   (Bretag	  y	  Ramsey	  2001)	  
que	   crecen	   tanto	   inter-­‐	   como	   intracelularmente.	   A	   esta	   fase	   inicial	   que	   se	   extiende	  
durante	  las	  primeras	  48	  horas,	  le	  sigue	  rápidamente	  otra	  necrotrofa	  e	  intracelular	  en	  la	  
que	  se	  produce	  la	  muerte	  de	  las	  células	  del	  mesófilo	   infectadas	  (Clulow	  et	  al.	  1991a)	  
(Fig.	  2c	  y	  2d).	  En	  el	  caso	  de	  hojas	  infectadas,	  el	  hongo	  sigue	  extendiéndose	  por	  debajo	  
del	  área	  necrosada,	  mientras	  que	  en	  el	  tallo	  el	  crecimiento	  se	  ve	  restringido	  (Heath	  y	  
Wood	  1969).	  
	  
Figura	  2.	  Proceso	  de	  infección	  de	  Didymella	  pinodes	  en	  una	  hoja	  de	  guisante.	  A)	  Esporas	  de	  D.	  pinodes	  
sin	  germinar;	  B)	  Espora	  de	  D.	  pinodes	  germinada	  sobre	  una	  célula	  epidérmica	  de	  guisante;	  C)	  Espora	  de	  
D.	  pinodes	  que	  ha	  penetrado	  a	  través	  de	  la	  epidermis	  hasta	  el	  mesófilo	  causando	  necrosis;	  D)	  Células	  del	  
mesófilo	  necrosadas	  que	  forman	  una	  lesión.	  Ep,	  célula	  epidérmica;	  Ms,	  Células	  del	  mesófilo	  necrosadas;	  
H,	  hifa	  que	  ha	  colonizado	  el	  mesófilo;	  Sp,	  espora	  de	  D.	  pinodes;	   las	   flechas	  señalan	   los	  puntos	  por	   los	  
que	  la	  hifa	  de	  penetración	  se	  introduce	  a	  través	  de	  la	  epidermis.	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5.	  Fuentes	  de	  resistencia	  a	  Didymella	  pinodes	  en	  guisante	  
A	  pesar	  de	  que	  numerosos	  estudios	  han	  tratado	  de	  identificar	  fuentes	  de	  resistencia	  a	  
D.	  pinodes	  en	  guisante	  (revisado	  por	  Khan	  et	  al.	  2013),	  únicamente	  han	  sido	  descritos	  
niveles	  de	  resistencia	  incompleta	  (Tivoli	  et	  al.	  1996,	  Fondevilla	  et	  al.	  2007),	  habiéndose	  
descrito	   los	  mayores	  niveles	  en	  especies	   silvestres	   (Wroth	  1998,	  Gurung	  et	   al.	   2002,	  
Fondevilla	   et	   al.	   2005).	   Las	   diferencias	   cuantitativas	   encontradas	   entre	   genotipos	   se	  
ven	   influenciadas	   tanto	  por	   las	   condiciones	  ambientales	   como	  por	   las	   características	  
fisiológicas	   de	   la	   planta	   (Wroth	   1999,	   Fondevilla	   et	   al.	   2008).	   Así,	   la	   severidad	   de	   la	  
enfermedad	  depende	  tanto	  de	  la	  presencia	  de	  mecanismos	  de	  resistencia	  como	  de	  la	  
capacidad	  de	  la	  planta	  para	  evadir	  la	  enfermedad	  o	  de	  la	  combinación	  de	  ambos.	  
Ciertas	  características	  fisiológicas	  y	  morfológicas	  como	  la	  altura,	  la	  precocidad	  y	  
el	  biotipo	  de	  la	  planta,	  la	  morfología	  de	  la	  cubierta	  vegetal	  y	  el	  desarrollo	  de	  encamado	  
influyen	  en	   la	   severidad	  de	   la	   infección	  y	  el	  desarrollo	  de	  D.	  pinodes	   en	  el	   campo	  al	  
afectar	  al	  microclima	  del	  cultivo	  y	  a	  la	  dispersión	  de	  las	  esporas	  (Schoeny	  et	  al.	  2008,	  
Le	  May	  et	  al.	  2009,	  Fernández-­‐Aparicio	  et	  al.	  2010).	  Así,	  varios	  autores	  han	  descrito	  la	  
co-­‐localización	   de	   loci	   asociados	   a	   caracteres	   cuantitativos	   (Quantitative	   Trait	   Loci,	  
QTLs)	   implicados	  en	  la	  resistencia	  a	  D.	  pinodes	  con	  QTLs	  responsables	  del	  control	  del	  
encamado,	   la	   altura	   de	   la	   planta	   o	   la	   precocidad	   (Timmerman-­‐Vaughan	   et	   al.	   2002,	  
Prioul	  et	  al.	  2003,	  Tar’an	  et	  al.	  2003,	  Loridon	  et	  al.	  2005,	  Burstin	  et	  al.	  2007,	  Fondevilla	  
et	  al.	  2011a).	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6.	  Herencia	  de	  la	  resistencia	  a	  Didymella	  pinodes	  en	  guisante	  
El	  primer	  trabajo	  que	  estudió	  la	  herencia	  de	  la	  resistencia	  a	  la	  ascoquitosis	  en	  guisante	  
(Rastogi	   y	   Saini	   1984)	   la	   describió	   como	   monogénica,	   sin	   embargo	   existen	   ciertas	  
ambigüedades	   en	   el	   estudio	   que	   restan	   validez	   a	   sus	   conclusiones.	   Clulow	   y	  
colaboradores	  (1991)	  usaron	  las	  diferencias	  cualitativas	  del	  crecimiento	  de	  las	  hifas	  de	  
D.	  pinodes	  en	  el	  tejido	  del	  hospedador	  como	  criterio	  de	  evaluación,	  lo	  que	  les	  permitió	  
la	   identificación	   de	   cuatro	   genes	   (Rmp1,	   Rmp2,	   Rmp3	   y	   Rmp4)	   responsables	   de	   la	  
resistencia.	  No	  obstante,	  ningún	  estudio	  posterior	  ha	  validado	  los	  resultados	  obtenidos	  
por	  Rastogi	  y	  Saini	  (1984)	  ni	  por	  Clulow	  (1991b).	  Por	  el	  contrario,	  el	  resto	  de	  estudios	  
genéticos	  realizados	  apuntan	  a	  una	  herencia	  poligénica	  de	  la	  resistencia	  (Worth	  1999,	  
Timmerman-­‐Vaughan	   et	   al.	   2002	   y	   2004,	   Tar’an	   et	   al.	   2003,	   Prioul	   et	   al.	   2004,	  
Fondevilla	  et	  al.	  2007,	  Zhang	  et	  al.	  2007,	  Zhang	  y	  Gossen	  2007).	  
	   Dada	   la	   naturaleza	   cuantitativa	   de	   la	   resistencia	   numerosos	   estudios	   han	  
llevado	   a	   cabo	   análisis	   de	   QTLs	   encaminados	   a	   la	   identificación	   de	   las	   regiones	  
genómicas	  implicadas	  en	  el	  control	  del	  carácter,	  así	  como	  de	  marcadores	  asociados	  a	  
la	  resistencia	  útiles	  para	  Mejora	  Asistida	  por	  Marcadores	  (MAS)	  (Timmerman-­‐Vaughan	  
et	  al.	  2002	  y	  2004,	  Tar’an	  et	  al.	  2003,	  Prioul	  et	  al.	  2004,	  Fondevilla	  et	  al.	  2008	  y	  2011a).	  
Se	  han	  identificado	  QTLs	  asociados	  a	  la	  resistencia	  a	  D.	  pinodes	  en	  guisante	  en	  los	  siete	  
grupos	   de	   ligamiento	   (LG)	   del	   guisante.	   El	   mayor	   número	   de	   loci	   asociados	   a	   la	  
resistencia	   se	   ha	   localizado	   en	   los	   grupos	   II,	   III,	   IV,	   V	   y	   VII,	   habiéndose	   descrito	   al	  
menos	   17	   QTLs	   (teniendo	   en	   cuenta	   los	   QTLs	   descritos	   en	   los	   diferentes	   trabajos	  
realizados).	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   Parece	   ser	   que	   a	   pesar	   de	   que	   los	   parentales,	   los	   aislados	   de	  D.	   pinodes,	   las	  
condiciones	   de	   evaluación	   y	   localización	   geográfica	   de	   los	   diferentes	   estudios	  
realizados	   difieren	   entre	   si,	   existe	   cierta	   homología	   entre	   varios	   de	   los	   QTLs	   de	  
resistencia	  a	  D.	  pinodes	  identificados	  en	  ellos	  (Timmerman-­‐Vaughan	  et	  al.	  2002	  y	  2004,	  
Prioul-­‐Gervais	   et	   al.	   2007,	   Fondevilla	   et	   al.	   2011a).	  No	  obstante,	   las	  posibilidades	  de	  
compararlos	  son	  limitadas	  debido	  a	  que	  los	  mapas	  en	  los	  que	  se	  han	  identificado	  estos	  
QTLs	  no	  contienen	  suficientes	  marcadores	  comunes	  entre	  si.	  
	   Los	   primeros	   trabajos	   que	   trataron	   de	   identificar	   las	   regiones	   genómicas	  
implicadas	   en	   el	   control	   de	   la	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   en	   guisante	   utilizaron	  mapas	  
genéticos	   en	   los	   que	   se	   usaban	   marcadores	   moleculares	   poco	   reproducibles	   que	  
limitaban	  la	  comparación	  e	  integración	  de	  los	  diferentes	  mapas	  y	  del	  resultado	  de	  los	  
análisis	  (Khan	  et	  al.	  2013).	  No	  obstante,	  posteriormente	  se	  han	  ido	  desarrollando	  una	  
amplia	  gama	  de	  nuevos	  marcadores	  más	  robustos	  como	  son	  los	  microsatélites	  (simple	  
sequence	  repeat,	  SSR)	  (Burstin	  et	  al.	  2001,	  Loridon	  et	  al.	  2005,	  Fondevilla	  et	  al.	  2008),	  
marcadores	  basados	  en	  retrotransposones	  (retrotransposon-­‐based)	  (Flavel	  et	  al.	  1998)	  
y	  marcadores	  anclados	  a	  genes	  (gene-­‐anchored)	  (Gilpin	  et	  al.	  1997,	  Hecht	  et	  al.	  2005,	  
Aubert	  et	  al.	  2006,	  Prioul-­‐Gervais	  et	  al.	  2007,	  Deulvot	  et	  al.	  2010,	  Bordat	  et	  al.	  2011)	  
que	   permiten	   la	   integración	   de	  mapas	   realizados	   en	   diferentes	   fondos	   genéticos.	   La	  
incorporación	  de	  marcadores	  comunes	  a	  los	  diferentes	  mapas	  de	  guisante	  elaborados	  
permitiría	   la	   identificación	   de	   QTLs	   de	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   comunes	   a	   distintos	  
fondos	  genéticos	  así	  como	  de	  aquéllos	  que	  son	  específicos	  de	  determinados	  genotipos.	  
PARTE	  I	  
INTRODUCCIÓN 
 
67 
 
	   A	   pesar	   del	   esfuerzo	   continuo	   por	   parte	   de	   los	  mejoradores	   por	   saturar	   con	  
nuevos	  marcadores	   las	  regiones	  genómicas	  asociadas	  al	  control	  de	   la	  resistencia	  a	  D.	  
pinodes,	   aún	   siguen	   teniendo	   lugar	   eventos	   de	   recombinación	   entre	   los	  marcadores	  
flanqueantes	  y	  los	  caracteres	  de	  resistencia	  mapeados.	  Esto	  dificulta	  la	  eficiencia	  de	  la	  
selección	   y	   hace	   necesario	   seguir	   profundizando	   en	   la	   definición	   de	   las	   regiones	  
genómicas	  implicadas	  en	  el	  control	  de	  la	  resistencia	  a	  D.	  pinodes.	  Así	  pues,	  uno	  de	  los	  
desafíos	  actuales	  consiste	  en	  saturar	  las	  zonas	  del	  genoma	  que	  controlan	  la	  resistencia	  
a	   D.	   pinodes	   para	   así	   poder	   identificar	   marcadores	   más	   íntimamente	   ligados	   a	   los	  
genes	  de	  resistencia.	  
	   Para	  incrementar	  la	  precisión	  de	  los	  análisis	  de	  QTLs	  también	  es	  crucial	  mejorar	  
los	   métodos	   de	   evaluación	   de	   la	   enfermedad.	   En	   los	   estudios	   de	   análisis	   de	   QTLs	  
realizados	   hasta	   el	   momento	   la	   resistencia	   a	   D.	   pinodes	   se	   ha	   medido	   evaluando	  
visualmente	   los	   síntomas	   de	   la	   enfermedad.	   Sin	   embargo,	   la	   evaluación	   de	   los	  
mecanismos	  celulares	  de	  resistencia	  implicados	  en	  la	  respuesta	  defensiva	  del	  guisante	  
en	   poblaciones	   segregantes	   permitiría	   una	   evaluación	   más	   exacta	   de	   la	   resistencia	  
contribuyendo	   a	   una	   mejor	   definición	   de	   las	   regiones	   genómicas	   implicadas	   en	   el	  
carácter.	  
	   El	  mapeo	  de	  marcadores	   situados	  en	  genes	   y	  el	   estudio	  de	   su	   co-­‐localización	  
con	  QTLs	  de	   resistencia	   constituiría	  un	   importante	  paso	  hacia	   la	   identificación	  genes	  
candidatos	   implicados	   en	   la	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   en	   guisante.	   Este	   enfoque	   fue	  
utilizado	   por	   Prioul-­‐Gervais	   y	   colaboradores	   (2007),	   quienes	   mapearon	   16	   genes	  
candidatos	   que	   incluían	   análogos	   a	   genes	   de	   resistencia	   (resistance	   gene	   analogues,	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RGAs)	  y	  genes	  relacionados	  con	  defensa	   (defense-­‐related	  genes,	  DR).	  Varios	  de	  estos	  
genes	  estuvieron	  localizados	  dentro	  del	  intervalo	  de	  confianza	  de	  QTLs	  de	  resistencia	  a	  
D.	   pinodes	   o	   próximos	   a	   ellos.	   Así,	   el	   gen	   candidato	   Peachi21	   que	   codifica	   una	  
quitinasa	   fue	   localizado	   en	   las	   proximidades	   del	   QTL	  mpIII-­‐2;	   la	   defensina	  DRR230b	  
estaba	   cerca	   de	  mpIII-­‐4,	   el	   factor	   de	   transcripción	   PsDof1	   estaba	   cerca	   de	  mpIII-­‐1,	  
genes	  análogos	  de	  resistencia	  (RGA)	  y	  Hmm6,	  el	  gen	  que	  codifica	  el	  último	  paso	  en	  la	  
biosíntesis	  de	  la	  fitoalexina	  pisatina,	  se	  encontraron	  en	  las	  proximidades	  de	  mpVII-­‐1	  y	  
mpVII-­‐2.	  
	  
7.	  Mecanismos	  de	  resistencia	  a	  Didymella	  pinodes	  en	  guisante	  
En	  líneas	  de	  guisantes	  resistentes	  se	  ha	  descrito	  una	  menor	  formación	  de	  vesículas	  de	  
infección	   y	   la	   restricción	   del	   crecimiento	   del	   patógeno	   a	   través	   de	   los	   tejidos	   del	  
hospedador	  (Clulow	  1989,	  Nasir	  et	  al.	  1992,	  Wroth	  1996).	  No	  obstante,	  poco	  se	  conoce	  
aún	  acerca	  de	  los	  mecanismos	  celulares	  involucrados	  en	  estos	  procesos.	  Varios	  autores	  
han	  observado	  el	   reforzamiento	  de	   las	  células	   infectadas	   (Clulow	  et	  al.	  1992,	  Wroth,	  
1998a)	   y	   la	   presencia	   de	   respuesta	   hipersensible	   (Clulow	   1989,	   Nasir	   et	   al.	   1992)	  
durante	   la	   infección	   por	   D.	   pinodes,	   sin	   embargo,	   ninguno	   de	   estos	   trabajos	   ha	  
cuantificado	  su	  frecuencia	  ni	  su	  relación	  con	  el	  establecimiento	  de	  colonias	  y	  el	  avance	  
del	   patógeno.	   La	   caracterización	   de	   los	   mecanismos	   celulares	   que	   controlan	   la	  
respuesta	  defensiva	  del	   guisante	   frente	   a	   la	   infección	  por	  D.	  pinodes	   contribuiría	   no	  
sólo	  a	  un	  mejor	   conocimiento	  de	   la	   interacción	  Pisum	   -­‐	  D.	  pinodes	   sino	  que	  además	  
permitiría	  llevar	  a	  cabo	  una	  evaluación	  más	  precisa	  de	  la	  resistencia.	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   Se	   ha	   observado	   que	   la	   respuesta	   de	   P.	   sativum	   durante	   la	   infección	   por	  D.	  
pinodes	  implica	  la	  producción	  del	  compuesto	  antimicrobiano	  pisatina;	  la	  activación	  de	  
genes	   que	   codifican	   enzimas	   productoras	   de	   compuestos	   fenólicos	   como	   la	  
fenilalanina	  amonio-­‐liasa	   (PAL)	   y	   la	   chalcona	   sintasa,	   y	  de	  proteínas	   implicadas	  en	   la	  
defensa	  (pathogenesis	  related,	  PR)	  como	  las	  enzimas	  1,3-­‐β-­‐glucanasa	  y	  quitinasa;	  y	  la	  
activación	  del	  metabolismo	  de	  polifosfoinosítidos	  (Shiraishi	  et	  al.	  1978,	  Yoshioka	  et	  al.	  
1992,	  Yamada	  et	  al.	  1996,	  Kiba	  et	  al.	  1997,	  Toyoda	  et	  al.	  1998,	  Castillejo	  et	  al.	  2010,	  
Rubiales	   and	   Fondevilla,	   2012).	   Castillejo	   y	   colaboradores	   (2010)	   estudiaron	   la	  
respuesta	   diferencial	   de	   dos	   cultivares	   de	   P.	   sativum	   ssp.	   sativum,	   el	   cv.	   Messire	  
(susceptible)	   y	   el	   cv.	   Radley	   (el	   cultivar	   con	   mayor	   resistencia	   parcial	   a	   D.	   pinodes	  
identificado),	   mediante	   análisis	   proteómico	   de	   doble	   dimensión	   (two-­‐dimensional	  
electrophoresis,	  2DE).	  Las	  diferencias	  más	  significativas	  entre	  los	  genotipos	  se	  basaron	  
en	   el	   metabolismo	   energético	   y	   de	   amino	   ácidos,	   sin	   poder	   determinar	   diferencias	  
claras	  en	  el	  perfil	  proteómico	  de	  las	  proteínas	   implicadas	  en	   la	  respuesta	  defensiva	  y	  
estrés.	  
	   Cabe	   destacar	   que	   recientemente	   Fondevilla	   y	   colaboradores	   (2011b)	  
estudiaron	   la	   expresión	   diferencial	   de	   transcritos	   en	   respuesta	   a	   la	   infección	   por	  D.	  
pinodes	  entre	  el	  genotipo	  resistente	  P.	  sativum	  ssp.	  syriacum	  (P665)	  y	  el	  susceptible	  P.	  
sativum	   ssp.	   sativum	   cv.	   Messire.	   Se	   observó	   que	   los	   transcritos	   implicados	   en	   el	  
metabolismo	  primario	  redujeron	  su	  abundancia	  en	  P665	  respecto	  a	  Messire,	  mientras	  
que	  los	  transcritos	  implicados	  en	  defensa,	  metabolismo	  secundario	  y	  metabolismo	  de	  
hormonas	  aumentaron	  su	  expresión	  en	   la	   línea	  resistente	  respecto	  de	   la	  susceptible.	  
Este	   estudio	   proporcionó	   una	   visión	   global	   de	   los	   genes	   y	   rutas	   metabólicas	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expresados	   durante	   la	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   indicando	   que	   mecanismos	   como	   el	  
reforzamiento	   de	   la	   pared	   celular,	   procesos	   de	   detoxificación,	   la	   producción	   de	  
fitoalexinas,	   fenilpropanoides	   y	   proteínas	   PR	   pueden	   contribuir	   a	   la	   resistencia.	  
Además,	  se	  observó	  que	  los	  transcritos	  relacionados	  con	  las	  rutas	  del	  etileno	  (ET)	  y	  el	  
ácido	   jasmónico	   (JA)	   también	   estuvieron	   sobre	   expresados	   en	   P665	   respecto	   a	  
Messire,	  lo	  que	  indicaría	  la	  activación	  de	  estas	  rutas	  metabólicas	  como	  respuesta	  a	  la	  
infección	  por	  D.	  pinodes.	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1.	  Abstract	  
Ascochyta	   blight	   caused	   by	   Didymella	   pinodes	   is	   a	   serious	   disease	   of	   pea	   (Pisum	  
sativum	   ssp.	   sativum)	   to	   which	   little	   resistance	   has	   been	   identified	   so	   far.	   Only	  
incomplete	   resistance	   is	   available	   in	   pea	   germplasm	   although	   higher	   levels	   of	  
resistance	  have	  been	  reported	  in	  related	  Pisum	  species.	  In	  this	  study	  we	  characterized	  
histochemically	  the	  underlying	  resistance	  mechanisms	  in	  these	  wild	  species	  and	  in	  the	  
pea	   cv.	   Radley,	   the	   pea	   cultivar	   with	   the	   highest	   level	   of	   resistance	   to	   D.	   pinodes.	  
Resistance	  was	  characterized	  by	  a	  reduced	  success	  of	  colony	  establishment	  and	  lesion	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size.	  Histologically	   this	  was	  associated	  with	  higher	   frequency	  of	  epidermal	   cell	  death	  
and	  protein	   cross-­‐linking	   in	   infected	  epidermal	   cells	   but	  not	  with	  H2O2	   accumulation	  
and	  peroxidase	  activity.	  
	  
2.	   Keywords:	   ascochyta	   blight,	   cell	   death,	   hydrogen	   peroxide	   accumulation,	   pea,	  
peroxidase	  activity,	  protein	  cross-­‐linking,	  resistance.	  
	  
3.	  Introduction	  
Pea	   (Pisum	   sativum	   ssp.	   sativum	   L.)	   is	   a	   cool	   season	   legume	   cultivated	   in	   6	   to	   6.5	  
million	  hectares	  throughout	  temperate	  regions	  during	  the	  last	  decade	  (Rubiales	  et	  al.	  
2011,	   Smýkal	   et	   al.	   2012).	   Even	  when	  pea	  production	  has	   declined	   in	   Europe,	   it	   has	  
increased	  in	  Canada,	  USA	  and	  China	  (FAOSTAT	  2011;	  http://faostat.fao.org/).	  The	  pea	  
crop	  is	  severely	  constrained	  by	  diseases	  such	  as	  ascochyta	  blight,	  which	  is	  one	  of	  the	  
most	   economically	   important	   pea	   diseases	   worldwide	   (Moussart	   et	   al.	   1998).	  
Ascochyta	   blight	   of	   pea	   can	   be	   produced	   by	   a	   complex	   (Jones	   1927)	   formed	   by	  
Aschochyta	  pisi	   Lib.,	  Didymella	   pinodes	   (Berk	  &	  Blox)	   Petrak	   and	  Phoma	  medicaginis	  
var.	  pinodella	  (L.K.	  Jones)	  Morgan-­‐Jones	  &	  K.B.	  Burch.	  Of	  these,	  D.	  pinodes	  is	  the	  most	  
frequent	  and	  damaging	  (Ali	  et	  al.	  1994).	  
	   During	   interactions	   with	   susceptible	   accessions,	   the	   infection	   process	   begins	  
with	   the	   production	   of	   a	   germ	   tube	  by	  D.	   pinodes	   spores,	  which	   penetrates	   directly	  
through	   the	   cuticle	   to	   epidermal	   cells.	   Under	   the	   epidermis,	   hypha	   grows	   along	   the	  
extracellular	  space,	  usually	  aligned	  with	  the	  longitudinal	  axis	  of	  epidermal	  cells.	  Due	  to	  
growth	   in	   the	  periplasma,	  hypha	  moves	   the	   cell	   content	  without	  protoplast	   collapse	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(Clulow	   et	   al.	   1992).	   This	   phase	   is	   followed	   by	   a	   necrotrophic	   phase	   in	   which	   the	  
fungus	  causes	  necrotic	   lesions	  at	  the	  mesophyll	   level.	  These	   lesions	  extend	  quickly	   in	  
susceptible	   accessions	   and	   hypha	   then	   grow	   under	   the	   necrotic	   area	   (Clulow	   et	   al.	  
1992,	  1991b).	  	  
	   Fungicide	  use	  and	  agronomic	  practices,	  such	  as	  burial	  or	  destruction	  of	  infected	  
stubble,	   crop	   rotation	   or	   intercropping,	   are	   the	   only	   available	   control	   practices	   and	  
may	  not	  be	  suitable	  for	  many	  farm	  situations	  (Schoeny	  et	  al.	  2008;	  Fernández-­‐Aparicio	  
et	   al.	   2010).	   Breeding	   for	   resistance	   is	   the	  most	   environmentally	   friendly	  method	  of	  
control,	  however	  only	  limited	  successful	  results	  have	  been	  achieved	  to	  date	  with	  only	  
some	  intermediate	  levels	  of	  resistance	  available	  in	  commercial	  cultivars	  (Fondevilla	  et	  
al.	   2008).	   Only	   incomplete	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   has	   been	   identified	   in	   pea	  
germplasm,	   with	   the	   highest	   levels	   of	   resistance	   identified	   in	   related	   Pisum	   species	  
(Clulow	  et	  al.	  1991a;	  Wroth	  1998;	  Kraft	  et	  al.	  1998;	  Fondevilla	  et	  al.	  2005).	  	  
Resistance	   to	   D.	   pinodes	   is	   a	   complex	   trait	   controlled	   by	   several	   genomic	  
regions	  (Timmerman-­‐Vaughan	  et	  al.	  2004,	  2002;	  Tar’an	  et	  al.	  2003;	  Prioul	  et	  al.	  2004;	  
Fondevilla	   et	   al.	   2008).	   Knowledge	   of	   the	   mechanisms	   underlying	   resistance	   to	   D.	  
pinodes	   during	   the	   infection	   process	   could	   facilitate	   the	   identification	   of	   the	   genes	  
involved	   in	   this	   trait.	  However	   little	   is	  known	  about	   these	  mechanisms	   (Clulow	  et	  al.	  
1992;	  Nasir	  et	  al.	  1992;	  Fondevilla	  et	  al.	  2011).	  	  
The	  objective	  of	  this	  study	  was	  to	  characterize	  the	  mechanisms	  underlying	  the	  
resistance	  against	  D.	  pinodes	  infection	  in	  Pisum	  spp.	  With	  this	  aim,	  the	  different	  steps	  
of	  the	  infection	  process	  and	  specific	  mechanisms	  of	  resistance,	  such	  as	  host	  epidermal	  
cell	   death,	   protein	   cross-­‐linking	   and	   presence	   of	   H2O2	   and	   peroxidase	   activity	   were	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assessed	  in	  resistant	  accessions	  belonging	  to	  different	  Pisum	  species	  and	  compared	  to	  
a	  susceptible	  control.	  	  
	  
4.	  Material	  and	  methods	  
Plant	  material	  
Pisum	   spp.	   resistant	   accessions	   (P13,	   P18,	   P651,	   P665	   and	   P670)	   (Fondevilla	   et	   al.	  
2005),	   together	  with	   the	  moderately	   resistant	  pea	  cv.	  Radley	  and	   the	  susceptible	  cv.	  
Messire	  (Kraft	  et	  al.	  1998)	  were	  included	  in	  the	  study	  (Table	  1).	  
Table	  1:	  Species	  and	  origin	  of	  the	  accessions	  included	  in	  the	  study.	  
ACCESSION	   SPECIES	   DONOR’S	  CODE*	   ORIGIN	  
P13	   Pisum	  sativum	  ssp.	  elatius	   PI170355	   Turkey	  
P18	   Pisum	  sativum	  ssp.	  elatius	   PI344005	   Greece	  
P651	   Pisum	  fulvum	   IFPI3232	   Syria	  
P665	   Pisum	  sativum	  ssp.	  syriacum	   IFPI3280	   Syria	  
P670	   Pisum	  sativum	  ssp.	  elatius	   IFPI3334	   Turkey	  
Radley	   Pisum	  sativum	  ssp.	  sativum	  	   	   Cultivar	  
Messire	   Pisum	  sativum	  ssp.	  sativum	  	   	   Cultivar	  
*PI-­‐number	  refers	  to	  accessions	  provided	  by	  USDA,	  USA;	  IFPI-­‐numbers	  refers	  to	  accessions	  provided	  by	  
ICARDA,	  Syria.	  
	  
	   Pea	  seeds	  were	  scarified	  and	  pre-­‐germinated	  at	  4	   °C	   in	  darkness	  during	  48	  h.	  
After	  that,	  they	  were	  maintained	  48	  h	  at	  room	  temperature	  (20	  °C	  approximately)	   in	  
dark	  ness.	  Germinated	  seeds	  were	  sown	  individually	  in	  plastic	  pots	  containing	  250	  cm3	  
of	  1:1	  sand-­‐peat	  mixture.	  Plants	  were	  maintained	  at	  20	  °C	  in	  a	  growth	  chamber	  with	  12	  
h	   light/12	  h	   dark	   photoperiod	  during	   3	  weeks	   approximately	   (when	   the	   4th	   leaf	  was	  
completely	  developed).	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Inoculum,	  inoculation	  and	  incubation	  	  
D.	  pinodes	  isolate	  CO-­‐99	  was	  used	  for	  the	  experiments.	  This	  monoconidial	  isolate	  was	  
obtained	  from	  naturally	  infected	  pea	  fields	  in	  Córdoba	  (Spain)	  in	  1999	  and	  selected	  for	  
its	   high	   virulence.	   Isolate	   was	   multiplied	   on	   Petri	   dishes	   with	   V8	   medium	   and	  
cloranphenicol	   (200	   ml/lV8	   vegetables	   extract	   juice	   +	   40	   g/l	   agar	   +	   60	   mg/l	  
cloranphenicol)	  at	  20	  °C	  with	  16	  h	  light/8	  h	  dark	  photoperiod	  during	  13	  days.	  A	  spore	  
suspension	   was	   prepared	   by	   flooding	   the	   surface	   of	   cultures	   with	   sterile	   water,	  
scraping	  the	  colony	  with	  a	  needle,	  and	  filtering	  the	  suspension	  through	  two	  layers	  of	  
sterile	  cheesecloth.	  The	  concentration	  of	  spores	   in	  the	  solution	  obtained	  was	  further	  
determined	  with	  a	  haematocytometer	  and	  adjusted	  to	  200.000	  spores/ml.	  Tween-­‐20	  
(120	  μ/l	  per	  100	  ml	  of	  suspension)	  was	  then	  added	  as	  a	  wetting	  agent	  and	  the	  spore	  
suspension	  was	  applied	  to	  the	  leaflets	  with	  a	  paintbrush	  at	  a	  rate	  of	  1	  ml	  per	  plant.	  	  
	   Plants	   were	   inoculated	   in	   four	   independent	   replicates,	   each	   replicate	   having	  
four	  plants	  per	  accession	  and	  time	  point.	  Plants	  were	  inoculated	  at	  the	  4th	  leaf	  stage.	  
After	   inoculation,	   plants	  were	  maintained	  during	   the	   first	   24	  h	   in	   darkness	   and	  high	  
humidity	  was	  ensured	  by	  ultrasonic	  humidifiers	  operating	  for	  15	  min	  every	  2	  h.	  Later	  
on,	  plants	  were	  maintained	  72	  h	  more	   in	  a	  growth	  chamber	  (12	  h	   light	  photoperiod)	  
and	  humidity	  was	  maintained	  using	  a	  perforated	  polyethylene	  plastic	  bag	   to	  prevent	  
water	  condensation.	  
Histological	  studies	  
Leaflets	   were	   sampled	   at	   24,	   48	   and	   72	   h	   after	   inoculation	   (hai)	   and	   they	   were	  
subjected	   to	  different	   stains.	  As	   cv.	  Radley	   is	   semi-­‐leafless	   type,	   in	   this	   case	   stipules	  
were	  used	  for	  the	  histological	  studies.	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   Quantification	  of	  germination	  was	  performed	  at	  48	  hai.	  Cut	   leaflets	  were	   laid,	  
adaxial	  surface	  up,	  on	  filter	  paper	  moistened	  with	  a	  1:1	  (v/v)	  mixture	  of	  glacial	  acetic	  
acid:	  absolute	  ethanol	  for	  fixation.	  Then,	  to	  avoid	  the	  washing	  of	  ungerminated	  spores,	  
samples	   were	   sprayed	   with	   5	   %	   aniline	   blue	   staining	   in	   water.	   To	   record	   the	  
percentage	   of	   germinated	   spores,	   100	   spores	   per	   replicate	   were	   examined	   for	   the	  
presence	  of	  a	  germ	  tube.	  	  
	   Necrotic	   lesions	  formed	  in	  the	  mesophyll	  were	  observed	  at	  24,	  48	  and	  72	  hai.	  
For	  this	  purpose,	  samples	  were	  fixed	  and	  discoloured	  as	  described	  above	  but	  stained	  
by	  boiling	  in	  0.05	  %	  tripan	  blue	  in	  lactophenol-­‐ethanol	  (1:2,	  v:v)	  for	  10	  min.	  They	  were	  
then	   moved	   into	   a	   solution	   of	   chloral	   hydrate	   (5:2,	   p:v)	   to	   clarify	   the	   tissues.	   For	  
histological	  assessments,	  samples	  were	  mounted	  on	  lactoglycerol	  and	  observed	  with	  a	  
light	  microscope.	  Variables	  assessed	  were:	  	  
1)	  Percentage	  of	  germinated	  spores	  that	  established	  a	  colony:	  100	  germinated	  
spores	   per	   accession	   and	   replicate	   were	   examined,	   a	   colony	   was	   considered	  
established	  when	  a	  necrotic	  lesion	  was	  observed	  in	  mesophyll;	  	  
2)	   Lesion	   size:	   20	   lesions	   per	   replicate	  were	   scored.	   Lesions	  were	   considered	  
ellipses	  and	  their	  longer	  and	  shorter	  diameters	  were	  measured.	  The	  area	  of	  the	  
lesions	  were	   calculated	   as	   area=πr1r2,	  where	   r1	   and	   r2	   are	   the	   long	   and	   short	  
radii	  of	  the	  ellipse	  respectively.	  	  
3)	   Presence/absence	   of	   host	   epidermal	   cell	   death	   (at	   24,	   48	   and	   72	   hai)	  was	  
observed	  by	  epifluorescence	  under	  excitation	  with	  a	  450–490	  nm	  yellow	  filter	  
and	   differential	   interference	   contrast	   (DIC)	   microscopy.	   Dead	   cells	   showed	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fluorescence	  at	  450–	  490	  nm,	  but	  at	  early	  stages	  of	  cell	  death	  this	  fluorescence	  
was	   not	   strong	   enough	   to	   be	   detected	   easily.	   Because	   of	   that,	  we	   combined	  
epifluorescence	  with	  DIC	  microscopy.	  By	  bright	  field	  microscopy,	  the	  walls	  and	  
contents	  of	  dead	  cells	  were	  discoloured	  yellow	  or	  brown,	  and	  by	  DIC	   the	  cell	  
contents	   appeared	   granular	   and	   disorganized.	   The	   size	   of	   10	   lesions	   showing	  
epidermal	  cell	  death	  and	  10	  not	  showing	  it	  was	  scored	  as	  described	  above.	  
	   Quantification	  of	  protein	  cross-­‐linking	  in	  epidermal	  cell	  walls	  was	  performed	  at	  
48	   hai	   using	   Coomasie	   staining	   accordingly	   to	  Mellersh	   et	   al.	   (2002).	   Fresh	   samples	  
were	  submerged	  in	  1	  %	  sodium	  dodecilsulphate	  (SDS)	  during	  24	  h	  at	  80	  °C	  to	  remove	  
soluble	   proteins.	   After	   that,	   samples	  were	   boiled	   during	   8	  min	   in	   a	   0.1	  %	   Coomasie	  
solution	  in	  ethanol-­‐acetic	  (4:1,	  v:v).	  Finally,	  samples	  were	  rinsed	  in	  ethanol-­‐acetic	  4:1	  
and	  were	  mounted	  with	   lactoglycerol.	  Presence/absence	  of	  protein	  cross-­‐linking	  was	  
studied	   in	   100	   germinated	   spores	   per	   accession	   and	   replicate,	   being	   scored	   as	  
presence/absence	   of	   cells	   stained	  with	   dark	   blue.	   For	   each	   germinated	   spore	   it	  was	  
also	   recorded	   whether	   a	   colony	   was	   established	   or	   not	   (Fig.	   1A).	   Lesion	   area	   was	  
measured	   as	   described	   above	   for	   10	   lesions	   per	   replicate	   with	   associated	   protein	  
cross-­‐linking	  and	  10	  with	  no	  protein	  cross-­‐linking.	  	  
	   H2O2	  accumulation	  and	  peroxidase	  activity	  in	  epidermal	  cells	  was	  quantified	  at	  
24	   hai	   using	   a	   fresh	   stain	  with	   3,3	   diaminobenzidine	   (DAB)	   (modified	   from	   Thordal-­‐
Christensen	  et	   al.	   1997).	   Leaflets	  were	   submerged	   in	  1	  mg/ml	  DAB	   (pH	  3.8)	   solution	  
dissolved	  in	  distilled	  water	  during	  8	  h	  in	  darkness.	  After	  that,	  samples	  were	  discoloured	  
boiling	  in	  96	  %	  alcohol	  during	  15	  min.	  Regions	  with	  H2O2	  acquired	  a	  dark	  brown	  colour.	  
For	  100	  germinated	  spores	  per	  accession	  and	  replicate,	   the	  presence	  of	  DAB	  stain	  at	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the	  penetration	  site	  was	  quantified	  	  and	  whether	  the	  spore	  had	  established	  a	  colony	  or	  
not	  (Fig.	  1B).	  In	  addition,	  lesion	  area	  was	  measured	  as	  described	  above	  for	  10	  lesions	  
per	   replicate	   with	   presence	   of	   DAB	   stain	   and	   10	   lesions	   per	   replicate	   without	   DAB	  
stain.	  	  
	   Samples	   were	   observed	   using	   a	   light	   microscope	   (Leica	   DMLB;	   Leica	  
Microsystems	  Wetzlar	  GmbH,	  Wetzlar,	  Germany)	  and	  photographed	  with	  3100–3400	  
magnifications	   using	   a	   digital	   camera	   (Nikon	   DXM1200F;	   Nikon	   Europe	   B.V.,	  
Badhoevedorp,	  The	  Netherlands).	  
Figure	   1.	   Presence	   of	   protein	   cross-­‐linking	   (A)	   orH2O2	   accumulation	   and	   peroxidase	   activity	   (B)	   in	  
epidermal	  cells	  infected	  by	  D.	  pinodes.	  
	  
Statistical	  analysis	  	  
	   Statistical	   analyses	   were	   performed	   using	   “Statistix	   8.0”	   statistical	   package	  
(Analytical	   Software,	   Tallahase,	   USA).	   Before	   performing	   analyses	   of	   variance,	   the	  
normality	   and	  equality	   of	   variances	  were	   checked	  using	   Shapiro–Wilk’s	   (Shapiro	   and	  
Wilk	   1965)	   and	   Bartlett’s	   tests	   (Little	   and	   Hills	   1978)	   respectively.	  When	   necessary,	  
percentage	   data	  were	   transformed	   to	   angles	   (y=	   arcsine	   (x/100))	   and	   again	   checked	  
before	  applying	  analysis	  of	  variance.	  Comparisons	  of	  means	  were	  performed	  by	  Tukey	  
!A) B) 
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HSD	  test.	  Null	  hypotheses	  were	  rejected	  when	  P	  <	  0.05.	  
	  
5.	  Results	  	  
Over	  90	  %	  of	  spores	  were	  able	  to	  germinate	  on	  the	  epidermis	  of	  all	  studied	  accessions	  
with	  no	  significant	  genotypic	  effect	   (ANOVA,	  P	  =	  0.17)	   (data	  not	  shown).	   In	  contrast,	  
there	   were	   significant	   differences	   among	   accessions	   regarding	   the	   percentage	   of	  
established	   colonies	   (Fig.	   2)	   and	   their	   area	   at	   24,	   48	   and	   72	   hai	   (Fig.	   3)	   (ANOVA,	  
P<0.05).	   The	   susceptible	   control	   cv.	   Messire	   was	   the	   accession	   with	   the	   highest	  
percentage	   of	   established	   colonies	   at	   all	   time	   points	   checked.	   The	   intermediate	  
resistant	   cv.	   Radley	   showed	   at	   all	   sampling	   times	   a	   lower	   percentage	   of	   established	  
colonies	  and	  smaller	  lesion	  size	  than	  cv.	  Messire.	  All	  other	  resistant	  accessions	  showed	  
values	  even	  lower	  than	  Radley.	  	  
	  
Fig.	  2	  Percentage	  of	  established	  colonies	  at	  24,	  48	  and	  72	  hai	  in	  the	  different	  accessions	  of	  Pisum	  spp.	  
studied.	  Bars	  indicate	  standard	  error.	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   There	  were	   also	  differences	   in	   the	   cellular	   reaction	   to	  D.	  pinodes	   infection	   in	  
resistant	   accessions	   compared	   to	   susceptible	   control	   Messire	   (Table	   2).	   Death	   of	  
penetrated	  epidermal	  cells	  and	  presence	  of	  protein	  cross-­‐linking	  were	  more	  frequent	  
on	  all	  resistant	  accessions	  than	  on	  the	  susceptible	  control	  cv.	  Messire,	  being	  P665	  the	  
accession	  with	  the	  highest	  percentage	  of	  epidermal	  cell	  death	  of	  penetrated	  epidermal	  
cells	   and	   P13	   the	   accession	   with	   the	   highest	   percentage	   of	   protein	   cross-­‐linking.	   In	  
contrast,	   the	  presence	  of	  H2O2	   and	  peroxidase	  activity	  was	  more	   frequent	   in	   lesions	  
developed	  in	  Messire	  than	  in	  those	  formed	  in	  the	  resistant	  accessions.	  
	  
Figure	   3	  Area	   of	   necrotic	   lesions	   caused	   by	  Didymella	   pinodes	   at	   24,	   48	   and	   72	   hai	   in	   the	   different	  
accessions	  of	  Pisum	  spp.	  studied.	  Bars	  indicate	  standard	  error.	  
	  
	   Success	   in	   colony	   establishment	   and	   lesion	   size	   were	   assessed	   separately	   on	  
infection	   sites	   showing	   the	  mechanisms	   studied	   (epidermal	   cell	   death,	   protein	   cross	  
linking	  or	  H2O2	   accumulation	   and	  peroxidase	   activity)	   and	  on	   infection	   sites	   that	   did	  
not	   show	  these	  mechanisms.	  Results	  presented	   in	  Fig.	  4	  show	  that	   for	  all	  accessions	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studied,	   lesions	  were	   smaller	  when	   the	   infected	  epidermal	   cell	  was	  dead	  or	   showed	  
protein	   cross	   linking.	  When	   infected	   epidermal	   cells	   showed	  DAB	   stain	   lesions	  were	  
smaller	  only	  for	  some	  accessions	  (P651	  and	  P670)	  but	  not	  for	  the	  others.	  	  
	   Results	  presented	  in	  Fig.	  5	  show	  that	  although	  lesions	  were	  smaller,	  success	  in	  
colony	   establishment	  was	   not	   hampered	   by	   presence	   of	   epidermal	   cell	   necrosis.	  On	  
the	   contrary,	   an	   opposite	   trend	   was	   observed,	   with	   higher	   success	   in	   colony	  
establishment	   when	   developing	   from	   a	   dead	   epidermal	   cell,	   although	   this	   was	  
significant	  for	  P18,	  P651	  and	  Radley	  only.	  Colony	  establishment	  was	  hampered	  when	  
the	   infection	   units	   were	   associated	   to	   epidermal	   cells	   showing	   protein	   cross-­‐linking	  
only	  for	  P670.	  On	  the	  contrary	  establishment	  increased	  for	  all	  other	  accessions.	  Colony	  
establishment	  was	  hampered	  when	   the	   infection	  units	  were	  associated	   to	  epidermal	  
cells	  accumulating	  H2O2	  and	  peroxidase	  activity	  for	  some	  accessions	  only	  (P18,	  Radley	  
and	  Messire),	  but	  were	  not	  affected	  in	  remaining	  accessions.	  
Table	   2	   Percentage	   of	  D.	   pinodes	   infection	   attempts	   associated	   with	   epidermal	   cell	  
death,	   protein	   cross-­‐linking	   and	   H2O2	   accumulation	   and	   peroxidase	   activity	   in	   the	  
different	  accessions	  of	  Pisum	  spp.	  studied.	  
*Data	  with	  different	   letters	  by	  column	  are	  significantly	  different	   (Tukey	  HSD	  test	  of	  mean	  comparison	  
P=0.05).	  
Accession	   %	  	  Germinated	  
spores	  that	  cause	  
epidermal	  cell	  death	  	  
(24	  hai)	  
%	  	  Germinated	  spores	  
that	  cause	  protein	  
cross-­‐linking	  	  
(48	  hai)	  
%	  Germinated	  spores	  that	  
cause	  H2O2	  accumulation	  
and	  peroxidase	  activity	  	  
(24	  hai)	  
P13	   16bc	   53a	   23c	  
P18	   23b	   17d	   14d	  
P651	   12c	   18d	   17d	  
P665	   33a	   21cd	   9e	  
P670	   23ab	   43b	   13de	  
Radley	   23b	   25c	   31b	  
Messire	   7c	   5e	   46a	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Figure	  5 Lesion	  size	  when	  a	  mechanism	  was	  or	  not	  present.	  A)	  Epidermal	  cell	  death;	  B)	  Protein	  cross-­‐
linking;	   C)	   H2O2	   accumulation	   and	   peroxidase	   activity.	   Asterisks	   indicate	   significative	   differences	   by	  
accession	  between	  values	  of	  presence	  or	  absence	  of	  mechanism.	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Figure	  6	  Percentage	  of	  established	  colonies	  when	  a	  mechanism	  was	  or	  not	  present.	  A)	  Epidermal	   cell	  
death;	   B)	   Protein	   cross-­‐linking;	   C)	   H2O2	   accumulation	   and	   peroxidase	   activity.	   Asterisk	   indicates	  
significant	  differences	  by	  accession	  between	  values	  of	  presence	  or	  absence	  of	  the	  mechanism.	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6.	  Discussion	  
Little	   is	  known	  on	  the	  mechanisms	  that	  confer	  resistance	  to	  D.	  pinodes	   (Clulow	  et	  al.	  
1992;	  Nasir	  et	  al.	  1992;	  Fondevilla	  et	  al.	  2011),	  so	  this	  study	  increases	  our	  knowledge	  
about	   pea-­‐D.	   pinodes	   interaction,	   dissecting	   for	   the	   first	   time,	   the	   effect	   of	  
mechanisms	   such	   as	   cell	   death,	   protein	   cross-­‐linking,	   H2O2	   accumulation	   and	  
peroxidase	  activity	  in	  colony	  establishment	  and	  development.	  	  
Our	  study	  indicates	  that	  fewer	  colonies	  and	  smaller	  lesions	  were	  established	  in	  
the	   mesophyll	   of	   resistant	   accessions	   already	   by	   24	   hai.	   This	   suggests	   that	   some	  
mechanisms	  are	  acting	  in	  these	  resistant	  accessions,	  first	  hampering	  the	  establishment	  
of	  the	  colony	  and	  further	  restricting	  fungal	  growth	  after	  the	  necrotic	   lesion	  has	  been	  
developed.	  	  
Histological	   studies	   showed	   that,	   although	   in	   both	   resistant	   and	   susceptible	  
accessions	   some	   epidermal	   cells	   responded	   to	   D.	   pinodes	   infections	   by	   dying	   or	  
producing	  protein	  cross-­‐linking,	  these	  mechanisms	  were	  more	  frequently	  observed	  in	  
resistant	   accessions.	   Clulow	   et	   al.	   (1992)	   and	   Nasir	   et	   al.	   (1992)	   also	   reported	   that	  
epidermal	  cell	  death	  occurred	   in	  both	  resistant	  and	  susceptible	  accessions.	  However,	  
these	   authors	   did	   not	   quantify	   this	  mechanism	  and	   therefore	   they	  were	  not	   able	   to	  
identify	  differences	  in	  frequency.	  	  
Colony	   establishment	   success	   was	   equal	   or	   even	   higher	   when	   epidermal	   cell	  
death	  occurred	  than	  when	  this	  reaction	  was	  not	  observed.	  This	  outcome	  suggests	  that	  
epidermal	  cell	  death	  is	  not	  sufficient	  to	  hamper	  colony	  establishment	  or,	  at	  least,	  that	  
it	   is	   not	   the	  main	   or	   unique	   cause	   of	   the	   colony	   failure	   observed	   in	   resistant	   lines.	  
However,	  epidermal	  cell	  death	  had	  a	  dramatic	  effect	  in	  the	  size	  of	  the	  lesions.	  So	  that	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lesion	  size	  was	  clearly	  smaller	  in	  all	  genotypes,	  including	  the	  susceptible	  control,	  when	  
developing	   from	   an	   epidermal	   cell	   death.	   Cell	   death	   causes	   the	   rapid	   release	   of	   the	  
toxic	   compounds	   present	   in	   the	   cell,	   which	   could	   negatively	   affect	   fungal	   growth	  
(Kombrick	   and	   Somssich	   1995).	   Furthermore,	   the	   expression	   of	   defence	   responses	  
does	  not	  occur	  only	  in	  infected	  cells.	  The	  induction	  takes	  place	  also	  in	  cells	  surrounding	  
necrotic	   infection	  sites	  (Heitz	  et	  al.	  1994;	  reviewed	  by	  Kombrick	  and	  Somssich	  1995).	  
Cells	   suffering	   cell	   death	  might	   release	   signals,	   regulating	   defence	   responses	   in	   the	  
tissue	  close	  to	  infection	  site.	  	  
Covalent	   reticular	   links	   formation	   between	   cell	   walls	   proteins,	   called	   protein	  
cross-­‐linking,	   has	   proved	   to	   be	   an	   effective	   and	   fast	   defensive	   response	   against	  
pathogens	  (Bradley	  et	  al.	  1992;	  Showalter	  1993;	  Brisson	  et	  al.	  1994;	  Hammond-­‐Kosack	  
and	  Jones	  1996;	  Brown	  et	  al.	  1998).	  These	  proteins	  (extensins	  and	  other	  glicoproteins	  
reach	  in	  hidroxiproline	  (HRGPs))	  are	  insolubilized	  in	  the	  wall	  after	  the	  damage	  (Bradley	  
et	  al.	  1992;	  Brisson	  et	  al.	  1994;	  Brown	  et	  al.	  1998)	  and	  improve	  cell	  wall	  resistance	  in	  a	  
few	  minutes	  after	  pathogen	  attack	  (Bradley	  et	  al.	  1992).	  Therefore,	  this	  mechanism	  is	  
an	  effective	  method	  to	  stop	  or	  delay	  the	  spread	  of	  pathogens.	  We	  observed	  that	  this	  
mechanism	   was	   more	   frequent	   in	   resistant	   accessions.	   This	   is	   in	   agreement	   with	  
previous	  findings	  of	  differential	  expression	  of	  genes	  involved	  in	  cell	  wall	  fortification	  in	  
resistant	  accession	  P665	  than	  in	  Messire	  after	  inoculation	  with	  D.	  pinodes	  (Fondevilla	  
et	   al.	   2011).	   As	   in	   the	   case	   of	   epidermal	   cell	   death,	   our	   results	   suggest	   that	   the	  
formation	  of	  protein	  cross-­‐linking	  seems	  to	  be	  more	  effective	  in	  restricting	  lesion	  size	  
than	   avoiding	   colony	   establishment.	   As	   an	   exception,	   in	   accession	   P670,	   colony	  
establishment	  was	  less	  frequent	  when	  this	  mechanism	  was	  present,	  suggesting	  that,	  in	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this	   accession,	   protein	   cross-­‐linking	   may	   be	   one	   of	   the	   factors	   responsible	   for	   the	  
lower	  colony	  establishment	  observed	  in	  this	  accession.	  	  
Accumulation	   of	   H2O2	   and	   peroxidase	   activity	   in	   D.	   pinodes-­‐Pisum	   spp.	  
interaction	  was	  also	  analyzed	  in	  this	  study.	  Reactive	  oxygen	  species	  (ROS)	  can	  be	  toxic	  
and	  inhibit	  fungal	  growth	  (Allan	  and	  Fluhr	  1997).	  In	  addition,	  the	  accumulation	  of	  ROS	  
acts	  as	  signalling	  agents	  in	  plant	  defence	  (Lamb	  and	  Dixon	  1997)	  and	  is	  also	  associated	  
with	   the	   occurrence	   of	   the	   hypersensitive	   response	   (Dat	   et	   al.	   2003;	   Shetty	   et	   al.	  
2008).	  Surprisingly,	  accumulation	  of	  H2O2	  was	  more	   frequent	   in	   lesions	  developed	   in	  
Messire	  than	  in	  the	  resistant	  accessions.	  This	  mechanism	  had	  an	  effect	  on	  both	  colony	  
establishment	   and	   lesion	   size,	   although	   this	   effect	   depended	   on	   the	   accession.	   So,	  
colony	  establishment	  was	  lower	  when	  H2O2	  accumulation	  was	  present,	  mainly	  in	  the	  P.	  
sativum	   ssp.	   sativum	   accessions	   studied	   (Radley	   and	   Messire)	   that	   were	   also	   the	  
accessions	  presenting	  this	  mechanism	  more	  frequently.	  A	  reduction	  of	  lesion	  size	  due	  
to	  this	  mechanism	  was	  only	  observed	  in	  accessions	  P651	  and	  P670.	  	  
In	  summary,	  resistant	  accessions	  showed	  lower	  colony	  establishment	  and	  lower	  
lesion	   size	   than	   the	   susceptible	   control.	   Reduced	   lesion	   size	   was	   associated	   with	   a	  
higher	   frequency	   of	   epidermal	   cell	   death	   and	   protein	   cross-­‐linking	   in	   resistant	  
accessions.	   Protein	   cross-­‐linking	   and	   H2O2	   accumulation	   may	   also	   contribute	   to	   the	  
lower	   colony	   establishment	   observed	   in	   P670	   and	   Radley.	   The	   mechanisms	   that	  
hamper	  colony	  establishment	  in	  the	  remaining	  accessions	  remain	  unknown.	  Clulow	  et	  
al.	   (1992)	   observed	   lower	   appressoria	   formation	   in	   resistant	   lines	   compared	   to	  
susceptible	  ones	  in	  pea	  epicotyls	  and	  this	  pre-­‐penetration	  mechanism	  could	  result	  in	  a	  
lower	  colony	  establishment.	  In	  our	  experiment	  these	  structures	  could	  not	  be	  assessed	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accurately	  and	  therefore	  they	  were	  not	  quantified.	  Clulow	  et	  al.	  (1992)	  and	  Nasir	  et	  al.	  
(1992)	  already	  reported	  that	  appressoria	  were	  absent	  or	  difficult	  to	  observe	  in	  leaves.	  
The	  identification	  of	  mechanisms	  that	  hamper	  colony	  establishment	  will	  be	  the	  aim	  of	  
future	  research.	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1.	  Abstract	  
Didymella	  pinodes,	  causing	  ascochyta	  blight,	   is	  one	  of	  the	  major	  pathogens	  of	  
pea	  crop	  producing	  severe	  damages	  and	  yield	  losses.	  To	  date	  only	  incomplete	  sources	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of	  resistance	  have	  been	  found,	  being	  the	  highest	  levels	  of	  resistance	  identified	  in	  wild	  
pea	  accessions.	  Resistance	  to	  D.	  pinodes	   in	  pea	  is	  a	  polygenic	  trait,	  with	  a	  number	  of	  
quantitative	  trait	  loci	  (QTLs)	  previously	  identified.	  However,	  the	  position	  of	  these	  QTLs	  
should	   be	   further	   refined	   in	   order	   to	   facilitate	   the	   identification	   of	   the	   molecular	  
markers	  most	  closely	  linked	  to	  the	  resistance	  genes.	  
Resistance	   is	   a	   multi-­‐component	   event,	   being	   the	   observed	   symptoms	   the	  
consequence	  of	  a	  battery	  of	   resistance	  mechanisms	  acting	  at	  different	  phases	  of	   the	  
infection	   process.	   Here	   we	   studied	   the	   segregation	   of	   these	   specific	   cellular	  
mechanisms	   of	   resistance	   to	   ascochyta	   blight	   in	   the	   RIL	   families	   of	   P665	   x	  Messire	  
cross	   (previously	   used	   to	   identify	   QTLs	   associated	  with	   resistance	   to	   this	   pathogen)	  
that	  along	  with	  the	  addition	  of	  117	  SNP	  markers	  allowed	  the	  identification	  of	  new	  QTLs	  
and	   confirmed	   those	   previously	   detected.	   This	   is	   the	   first	   report	   of	   identification	   of	  
genomic	   regions	   controlling	   cellular	   mechanisms	   (epidermal	   cell	   death	   and	   colony	  
establishment)	  directly	  involved	  in	  pea	  resistance	  to	  ascochyta	  blight.	  In	  addition,	  the	  
inclusion	  of	  the	  gene-­‐based	  SNP	  markers	  allowed	  the	  identification	  of	  candidate	  genes	  
co-­‐localizing	  with	  QTLs.	  
	  
2.	  Keywords	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3.	  Introduction	  
Pea	   (Pisum	   sativum	   ssp.	   sativum	   L.)	   is	   a	   cool	   season	   legume	   that	   provides	   a	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cheap	  vegetable	  protein	  source	  and	  is	  environmentally	  friendly	  due	  to	  its	  capability	  to	  
symbiotically	  fix	  atmospheric	  nitrogen	  and	  hence	  fertilize	  the	  soil.	  Pea	  is	  cultivated	  in	  
around	   6	   million	   hectares	   (FAOSTAT	   2012;	   http://faostat.fao.org/)	   showing	   an	  
increasing	  trend	  in	  Canada,	  USA	  and	  China	  whereas	  it	  declines	   in	  Europe	  (Rubiales	  et	  
al.	   2011,	   Smýkal	   et	   al.	   2012,	   Khan	   et	   al.	   2013).	   Pea	   crop	   still	   remains	   the	   most	  
produced	  grain	   legume	   in	  Europe	  and	   the	   fourth	  most	   in	   the	  world	   (FAOSTAT	  2012;	  
http://faostat.fao.org/)	   however	   stable	   yields	   are	   limited	  due	   to	   abiotic	   stresses	   and	  
several	   diseases,	   pests	   and	   parasites	   that	   strongly	   restrict	   its	   proper	   development	  
(Rubiales	  et	  al.	  2011,	  Smýkal	  et	  al.	  2012).	  
Ascochyta	  blight	  caused	  by	  Didymella	  pinodes	  (Berk	  &	  Blox)	  Petrak	  is	  one	  of	  the	  
most	  severe	  and	  economically	  important	  diseases	  of	  pea	  (Moussart	  et	  al.	  1998,	  Bretag	  
and	  Ramsey	  2001),	  especially	  in	  winter	  sowings.	  Ascochyta	  blight	  is	  a	  disease	  complex	  
that	  can	  be	  incited	  also	  by	  Aschochyta	  pisi	  Lib.	  and	  Phoma	  medicaginis	  var.	  pinodella	  
(L.K.	  Jones)	  Morgan-­‐Jones	  &	  K.B.	  Burch.	  However,	  D.	  pinodes	  is	  the	  most	  common	  and	  
damaging	   pathogen	   from	   those	   causing	   this	   disease	   (Bretag	   et	   al.	   2006,	   Tivoli	   and	  
Banniza	  2007).	  Ascochyta	  blight	  is	  widespread	  throughout	  temperate	  regions	  (Wallen	  
1965,	   Lawyer	   1984)	   and	   together	   with	   broomrape	   (Orobanche	   crenata	   Forsk)	  
constitutes	  the	  major	  limiting	  factor	  for	  pea	  crop	  in	  the	  Mediterranean	  basin	  (Rubiales	  
et	  al.	  2003,	  2009).	  Yield	   losses	  caused	  by	  this	  disease	  can	  range	  from	  10%	  up	  to	  50%	  
depending	   on	   the	   environmental	   conditions	   (Maufras	   1997,	   Xue	   1997,	   Bretag	   et	   al.	  
2006),	   reducing	   the	   seed	   number	   per	   stem	  up	   to	   25%	   and	   the	   seed	   size	   up	   to	   17%	  
(Tivoli	   et	   al.	   1996,	   Xue	   et	   al.	   1997,	   Garry	   et	   al.	   1998,	   Béasse	   et	   al.	   1999).	   Current	  
control	  practices	  to	  interrupt	  the	  infection	  are	  uneconomic	  and	  inefficient	  (Schoeny	  et	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al.	   2008,	   Fernández-­‐Aparicio	   et	   al.	   2010,	   McMurray	   et	   al.	   2011,	   Khan	   et	   al.	   2013),	  
hence	   breeding	   for	   resistance	   is	   the	   most	   suitable	   choice	   to	   control	   this	   disease.	  
Despite	  multiple	  and	  intensive	  efforts	  of	  breeders	  to	  identify	  sources	  of	  resistance	  to	  
ascochyta	  blight,	  only	  moderate	   levels	  of	  resistance	  have	  been	  reported	  in	  cultivated	  
pea	  (Stuckey	  1940,	  Bretag	  1989	  and	  1991,	  Clulow	  et	  al.	  1991a,	  Wroth	  1996,	  Nasir	  and	  
Hoppe	   1997,	   Kraft	   1998,	   Xue	   and	  Warkentin	   2001).	   Higher	   levels	   of	   resistance	   have	  
been	   identified	   in	  Pisum	  wild	  species	  (Clulow	  et	  al.	  1991a,	  Wroth	  1998,	  Fondevilla	  et	  
al.	   2005)	   and	   among	   these	   wild	   resistant	   lines	   Pisum	   sativum	   ssp.	   syriacum	   P665	  
accession	   has	   shown	   to	   provide	   a	   good	   level	   of	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   against	  
different	  isolates	  of	  the	  pathogen	  (Fondevilla	  et	  al.	  2005).	  So,	  the	  identification	  of	  the	  
genes	   conferring	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   in	   this	   accession	   would	   facilitate	   their	  
introgression	  into	  adapted	  pea	  material.	  
Most	  studies	  examining	   the	  genetics	  of	  pea	  resistance	  to	  D.	  pinodes	   infection	  
have	  concluded	  that	  resistance	   is	  a	  polygenic	  trait	  controlled	  by	  several	  QTLs	  (Wroth	  
1999,	  Timmerman-­‐Vaughan	  et	  al.	  2002	  and	  2004,	  Tar’an	  et	  al.	  2003,	  Prioul	  et	  al.	  2004,	  
Zang	   et	   al.	   2006,	   Prioul-­‐Gervais	   et	   al.	   2007,	   Fondevilla	   et	   al.	   2007	   and	   2008).	   As	   an	  
exception,	  Clulow	  et	  al.	  (1991b)	  reported	  monogenic	  resistance,	  but	  this	  has	  not	  been	  
confirmed	  by	  other	  studies.	  
	  A	  genetic	  map	  was	  previously	  developed	  using	  a	  recombinant	  inbred	  line	  (RIL)	  
population	  derived	  from	  the	  cross	  between	  the	  resistant	  P665	  and	  the	  susceptible	  P.	  
sativum	   ssp.	   sativum	   cv.	  Messire	   (Fondevilla	   et	   al.	   2007).	   This	  map	  was	   successfully	  
used	   to	   identify	   seven	   genomics	   regions	   controlling	   resistance	   to	   D.	   pinodes	  
PARTE	  I	  
CAPÍTULO	  II 
 
99	  
 
(Fondevilla	   et	   al.	   2007).	   Three	   of	   them	   common	   to	   D.	   pinodes	   QTLs	   previously	  
identified	   in	   different	   genetic	   backgrounds	   (Fondevilla	   et	   al.	   2011).	   In	   addition	   to	  D.	  
pinodes	  resistance,	  this	  map	  has	  also	  been	  used	  to	  identify	  QTLs	  controlling	  resistance	  
to	  the	  parasitic	  plant	  O.	  crenata,	  earliness,	  root	  length	  and	  aerial	  biomass	  (Fondevilla	  
et	   al.	   2008,	   2010,	   2011).	  Nevertheless,	   the	  position	  of	   these	  QTLs	   should	  be	   further	  
refined	   in	  order	   to	   facilitate	   the	   identification	  of	   the	  molecular	  markers	  most	  closely	  
linked	  to	  the	  resistance	  genes.	  
The	  accuracy	  of	  a	  QTL	  analysis	  is	  highly	  influenced	  by	  the	  number	  of	  individuals	  
within	   the	   segregating	   population,	   the	   reliability	   when	   scoring	   the	   trait	   and	   the	  
availability	  of	  highly	  dense	  maps.	  Therefore,	  the	  objective	  of	  this	  study	  was	  to	  enhance	  
the	  precision	  of	   the	  QTLs	   linked	   to	  D.	  pinodes	   resistance	  previously	   identified	   in	   the	  
P665	   x	  Messire	   RIL	   population	   both,	   by	   performing	   a	  more	   accurate	   scoring	   of	   the	  
resistance	  and	  by	  improving	  the	  quality	  of	  the	  P665	  x	  Messire	  genetic	  map.	  
Resistance	   to	  D.	  pinodes	   in	  pea	   is	   commonly	  assessed	  visually	  using	   scales	  or	  
indexes	  (Tivoli	  et	  al.	  2006,	  Khan	  et	  al.	  2013).	  Therefore,	  in	  previous	  studies	  performed	  
to	  identify	  QTLs	  controlling	  resistance	  to	  D.	  pinodes	   in	  pea,	   including	  Fondevilla	  et	  al.	  
(2008,	  2011),	   resistance	  was	  scored	  by	  assessing	  visually	  ascochyta	  blight	  symptoms.	  
Nevertheless,	   D.	   pinodes	   resistance	   is	   a	   multi-­‐component	   event	   where	   visually	  
observed	  symptoms	  are	  the	  consequence	  of	  a	  battery	  of	  resistance	  mechanisms	  acting	  
at	  different	  phases	  of	  the	  infection	  process.	  Histological	  studies	  examining	  D.	  pinodes	  
infection	  in	  pea	  (Carrillo	  et	  al.	  2013)	  showed	  that	  resistance	  in	  P665	  is	  characterised	  by	  
a	  reduced	  success	  of	  colony	  establishment	  and	  a	  smaller	   lesion	  size	  compared	  to	  the	  
PARTE	  I	  
CAPÍTULO	  II	  
 
100	  
 
susceptible	  cv.	  Messire.	  This	  was	  associated	  with	  a	  higher	  frequency	  of	  epidermal	  cell	  
death	  and	  protein	  cross-­‐linking.	  	  
Thus,	  in	  order	  to	  perform	  a	  better	  scoring	  of	  the	  resistance,	  and	  also	  to	  identify	  
QTLs	   associated	   with	   specific	   mechanisms	   of	   resistance;	   in	   this	   study	   the	   different	  
mechanisms	   of	   resistance	   contributing	   to	   P665	   resistance	  were	   scored	   separately	   in	  
the	  P665	  x	  Messire	  RIL	  population.	  
In	  addition,	  to	  increase	  the	  quality	  of	  the	  map,	  and	  thus	  the	  chance	  of	  identify	  
molecular	  markers	  tightly	  linked	  to	  D.	  pinodes	  resistance	  genes;	  the	  map	  was	  enriched	  
with	  117	  SNP	  markers.	  Furthermore,	  the	  inclusion	  of	  these	  SNP	  anchored	  markers	  will	  
allow	  a	  better	  comparison	  between	  the	  P665	  x	  Messire	  population	  map	  and	  the	  QTLs	  
identified	   with	   previously	   reported	   P.	   sativum	   genetic	   maps	   and	   QTLs	   identified	   in	  
different	  genetic	  backgrounds.	  
	  
4.	  Material	  and	  methods	  
Plant	  material	  
The	   population	   used	   in	   the	   study	   consisted	   of	   111	   F6:7	   RILs	   derived	   by	   single	  
seed	   descent	   from	   a	   cross	   between	  P.	   sativum	   ssp.	   syriacum	  accession	   P665	   and	  P.	  
sativum	  ssp.	  sativum	  cv.	  Messire,	  both	  parental	  lines	  also	  included	  in	  the	  study.	  P665	  
shows	   incomplete	   level	   of	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   while	   cv.	   Messire	   is	   highly	  
susceptible	  (Fondevilla	  et	  al.	  2005).	  
Pea	  seeds	  were	  scarified	  and	  pre-­‐germinated	  at	  4	   °C	   in	  darkness	  during	  48	  h.	  
After	   that,	   they	  were	  maintained	  48	  h	  at	   room	  temperature	   (20°C	  approximately)	   in	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darkness.	  Germinated	  seeds	  were	  sown	  individually	  in	  plastic	  pots	  containing	  250	  cm3	  
of	  1:1	  sand-­‐peat	  mixture.	  Plants	  were	  maintained	  at	  20°C	  in	  a	  growth	  chamber	  with	  12	  
h	   light/12	  h	   dark	   photoperiod	  during	   3	  weeks	   approximately	   (when	   the	   4th	   leaf	  was	  
completely	  developed).	  
SNP	  markers	  analysis	  
DNA	  used	  to	  develop	  P665	  x	  Messire	  previous	  genetic	  map	  (Fondevilla	  et	  al.	  2005)	  was	  
used	   for	   the	   analysis	   of	   the	   SNP	   markers.	   Primers	   were	   developed	   using	   the	  
BeadXpress	  Primer	  Design	   (Illumina,	  San	  Diego,	  CA)	   (Deulvot	  et	  al.	  2010).	  Out	  of	   the	  
384	  SNP	  markers	  surveyed,	  333	  SNP	  markers	  were	  previously	  described	  (Razdan	  et	  al.	  
1992,	  Borisov	  et	  al.	  2003,	  Aubert	  et	  al.	  2006,	  Choi	  et	  al.	  2006,	  DeMason	  and	  Weeden	  
2006,	   Edwards	   et	   al.	   2007,	   Jing	   et	   al.	   2007,	   Aubry	   et	   al.	   2008,	   Deulvot	   et	   al.	   2010,	  
Krusell	   et	   al.	   2011,	   Rameau	   pers.	   comm.)	   (Supplementary	   Information	   Table	   S1)	  
whereas	  51	  are	  new	  SNP	  markers	  described	  for	  first	  time	  in	  this	  work	  (Supplementary	  
Information	  Table	  S2).	  Marker	  analysis	  surveyed	   in	  the	  population	  was	  performed	  as	  
described	  by	  Bordat	  et	  al.	  (2011).	  
Map	  construction	  
Polymorphic	   SNP	  markers	  were	   included	   in	   the	  original	  RIL	  dataset	   (Fondevilla	   et	   al.	  
2012)	  MAPMAKER	  3.0	  (Lander	  et	  al.	  1987)	  was	  used	  to	  identify	  linkage	  groups	  using	  a	  
LOD	   score	   of	   five	   as	   the	   threshold	   for	   considering	   significant	   linkage.	   MSTMap	  
software	   (Wu	   et	   al.	   2008)	   was	   used	   to	   determine	   maker	   orders	   by	   finding	   the	  
minimum-­‐spanning	   tree	  of	   a	   graph	   for	   each	   linkage	   group.	  MAPMAKER	  was	  used	   to	  
confirm	   marker	   orders	   determined	   by	   MSTMap	   and	   to	   convert	   the	   recombination	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fractions	  to	  centiMorgans	  (cM)	  using	  the	  mapping	  function	  of	  Kosambi	  (1944).	  
Fungal	  material	  
D.	  pinodes	  isolate	  CO-­‐99	  was	  used	  for	  the	  experiments.	  This	  monoconidial	  isolate	  was	  
obtained	  from	  naturally	  infected	  pea	  fields	  in	  Córdoba	  (Spain)	  in	  1999	  and	  selected	  for	  
its	   high	   virulence.	   The	   isolate	   was	   multiplied	   in	   Petri	   dishes	   with	   V8	   medium	   and	  
cloranphenicol	   (200	   ml/l	   V8	   vegetables	   extract	   juice	   +	   40	   g/l	   agar	   +	   60	   mg/l	  
cloranphenicol)	  at	  20	  °C	  with	  16	  h	  light/8	  h	  dark	  photoperiod	  during	  13	  days.	  The	  spore	  
suspension	   was	   prepared	   by	   flooding	   the	   surface	   of	   cultures	   with	   sterile	   water,	  
scraping	   the	   colony	   with	   a	   needle	   and	   filtering	   through	   two	   layers	   of	   sterile	  
cheesecloth.	   Spore	   concentration	   in	   the	   solution	   obtained	   was	   further	   determined	  
with	  a	  haemocytometer	  and	  adjusted	  to	  200000	  spores/ml.	  Tween-­‐20	  (120	  μl/100	  ml	  
of	  suspension)	  was	  then	  added	  as	  wetting	  agent.	  
Inoculation	  and	  incubation	  
Plants	   were	   inoculated	   at	   the	   4th	   leaf	   stage	   in	   three	   independent	   replicates,	   each	  
replicate	   having	   four	   plants	   per	   RIL	   family	   and	   parental	   lines.	   The	   spore	   suspension	  
was	  applied	  on	  the	  leaflets	  with	  a	  paintbrush	  at	  a	  rate	  of	  1	  ml/plant.	  After	  inoculation,	  
plants	   were	   maintained	   during	   the	   first	   24	   h	   in	   darkness	   and	   high	   humidity	   was	  
ensured	  by	  ultrasonic	  humidifiers	  operating	  for	  15	  min	  every	  2	  h.	  Later	  on,	  plants	  were	  
grown	  in	  a	  growth	  chamber	  (12	  h	  light/12	  h	  darkness	  photoperiod)	  and	  humidity	  was	  
maintained	   using	   a	   perforated	   polyethylene	   plastic	   bag	   to	   prevent	   water	  
condensation.	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Histological	  studies	  
Histological	  studies	  were	  performed	  in	  detached	  true	  third-­‐formed	  leaflets	  of	  3-­‐week-­‐
old	  pea	  seedling	  plants.	  Leaflets	  were	  sampled	  at	  48	  h	  after	  inoculation	  and	  they	  were	  
subjected	  to	  two	  different	  stains	  (Carrillo	  et	  al.	  2013)	  depending	  on	  the	  trait	  to	  assess:	  
Percentage	  of	  germinated	  spores	  that	  established	  a	  colony	  (EstC),	  lesion	  size	  (LesS)	  and	  
percentage	  of	  germinated	  spores	  causing	  host	  epidermal	  cell	  death	  (DeadC)	  
Cut	   leaflets	  were	   laid,	   adaxial	   surface	   up,	   on	   filter	   paper	  moistened	  with	   a	   1:1	   (v/v)	  
mixture	  of	  glacial	  acetic	  acid:	  absolute	  ethanol	  for	  fixation.	  Leaflets	  were	  later	  stained	  
by	  boiling	  in	  0.05	  %	  trypan	  blue	  in	  lactophenol-­‐ethanol	  (1:2,	  v:v)	  for	  10	  min.	  Then,	  they	  
were	   moved	   into	   a	   solution	   of	   chloral	   hydrate	   (5:2,	   p:v)	   to	   clarify	   the	   tissues.	   For	  
histological	  assessments,	  samples	  were	  mounted	  on	  lactoglycerol	  and	  observed	  with	  a	  
light	  microscope.	  
	   For	   scoring	   the	   percentage	   of	   germinated	   spores	   that	   established	   a	   colony	  
(EstC),	   100	   germinated	   spores	   per	   accession	   and	   replicate	  were	   examined.	   A	   colony	  
was	   considered	   established	   when	   a	   necrotic	   lesion	   was	   observed	   in	   mesophyll.	   For	  
measuring	  the	  lesion	  size	  (LesS),	  20	  lesions	  formed	  in	  the	  mesophyll	  per	  replicate	  were	  
assessed.	   Lesions	   were	   considered	   ellipses	   and	   their	   longer	   and	   shorter	   diameters	  
were	  measured.	  The	  area	  of	  the	  lesions	  was	  calculated	  as	  area=	  π*r1*r2,	  where	  r1	  and	  r2	  
are	  the	  long	  and	  short	  radio	  of	  the	  ellipse	  respectively.	  For	  scoring	  the	  percentage	  of	  
germinated	  spores	  causing	  host	  epidermal	  cell	  death	  (DeadC),	  100	  germinated	  spores	  
per	   accession	   and	   replicate	   were	   observed	   for	   the	   presence	   of	   host	   epidermal	   cell	  
death	   at	   the	   penetration	   site.	   Cell	   death	   was	   observed	   by	   epifluorescence	   under	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excitation	  with	  a	  450–490	  nm	  yellow	  filter	  and	  differential	  interference	  contrast	  (DIC)	  
microscopy.	  Dead	  cells	  showed	  fluorescence	  at	  450–	  490	  nm,	  but	  at	  early	  stages	  of	  cell	  
death	  this	  fluorescence	  was	  not	  strong	  enough	  to	  be	  detected	  easily.	  Because	  of	  that,	  
we	   combined	   epifluorescence	   with	   DIC	   microscopy.	   By	   bright	   field	   microscopy,	   the	  
walls	  and	  contents	  of	  dead	  cells	  were	  discoloured	  yellow	  or	  brown,	  and	  by	  DIC	  the	  cell	  
contents	  appeared	  granular	  and	  disorganized.	  
Percentage	  of	  germinated	  spores	  causing	  host	  protein	  cross-­‐linking	  (ProtC)	  
Cut	   leaflets	   were	   stained	   accordingly	   to	  Mellersh	   et	   al.	   (2002).	   Fresh	   samples	   were	  
submerged	   in	   1	   %	   sodium	   dodecyl	   sulphate	   (SDS)	   during	   24	   h	   at	   80°C	   to	   remove	  
soluble	   proteins.	   After	   that,	   samples	   were	   boiled	   during	   8	  min	   in	   a	   0.1%	   Coomasie	  
solution	  in	  ethanol-­‐acetic	  (4:1,	  v:v).	  Finally,	  samples	  were	  rinsed	  in	  ethanol-­‐acetic	  4:1	  
and	   were	   mounted	   on	   lactoglycerol.	   Presence/absence	   of	   protein	   cross-­‐linking	   was	  
studied	   in	   100	   germinated	   spores	   per	   accession	   and	   replicate,	   being	   scored	   as	  
presence/absence	  of	  dark	  blue	  colour	  at	  the	  penetration	  site.	  
	   Samples	   were	   observed	   using	   a	   light	   microscope	   (Leica	   DMLB;	   Leica	  
Microsystems	  Wetzlar	  GmbH,	  Wetzlar,	  Germany).	  
Resistance	  traits	  previously	  scored	  in	  the	  RIL	  population	  
The	  position	  of	  QTLs	   involved	   in	   resistance	  to	  D.	  pinodes	  previously	   identified	  
by	  Fondevilla	  et	  al.	  (2008	  and	  2011)	  was	  refined,	  taking	  advantage	  of	  the	  saturation	  of	  
P665xMessire	  RIL	  population	  map	  (Fondevilla	  et	  al.	  2012)	  with	  the	  new	  SNP	  markers,	  
by	   performing	   a	   new	   QTL	   analysis	   with	   the	   improved	   map.	   The	   variables	   included	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were:	  
1.	   Resistance	  to	  D.	  pinodes	  under	  controlled	  conditions	  (DRseedl):	  Disease	  
under	  controlled	  environmental	  conditions	  was	  assessed	  at	  the	  seedling	  stage,	  7	  days	  
after	  inoculation	  using	  a	  0–5	  scale	  defined	  by	  Roger	  and	  Tivoli	  (1996).	  For	  each	  plant,	  
the	   average	   disease	   rating	  was	   calculated	   as	   the	  mean	   disease	   score	   over	   the	   first,	  
second	  and	  third	  leaves.	  
2.	   Resistance	  to	  D.	  pinodes	  under	  field	  conditions:	  The	  RIL	  population	  and	  
the	   parental	   lines	   were	   screened	   for	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   during	   two	   seasons,	  
2004–2005	   (2005)	   and	  2005–2006	   (2006),	   in	   experimental	   plots	   located	   at	   Cordoba,	  
Spain.	  Evaluation	  was	  performed	   in	  April,	  at	   the	  end	  of	  crop	  cycle.	  Disease	  rating	  on	  
leaves	  (leaflets	  and	  stipules;	  DRl)	  and	  stems	  (DRst)	  was	  scored	  separately	  using	  the	  0–5	  
scale	  described	  by	  Roger	  and	  Tivoli	  (1996).	  The	  average	  disease	  rating	  for	  each	  organ	  
was	   visually	   estimated	   in	   the	   first	   ten	  nodes	  of	   five	   plants	   situated	   in	   the	  middle	   of	  
each	  row.	  Disease	  severity	  (DS)	  was	  also	  assessed	  in	  the	  same	  plants	  as	  the	  percentage	  
of	  the	  whole	  plant	  area	  covered	  by	  symptoms.	  
A	  complete	  description	  of	  these	  traits,	  as	  well	  as	  the	  results	  of	  their	  assessment	  
in	  the	  RIL	  population	  and	  parental	  lines	  can	  be	  found	  in	  Fondevilla	  et	  al.	  (2008).	  
Statistical	  analysis	  
Statistical	   analysis	   was	   performed	   using	   SAS	   version	   9.2	   (SAS	   Institute	   Inc.	   2004).	  
Standard	  analysis	  of	  variance	  (ANOVA)	  was	  performed	  using	  PROC	  GLM	  to	  determine	  
variation	   in	   the	   analysed	   traits.	   Variance	   components	   were	   estimated	   using	   PROC	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VARCOMP.	   Broad	   sense	   heritability	   (h2),	   that	   represents	   the	   part	   of	   the	   genetic	  
variance	  in	  the	  total	  phenotypic	  variance,	  was	  calculated	  as	  
h2 = δg2 δg2 +δ 2 r( ) ,	  where	  
δ2g	   is	   the	   genotypic	   variance,	   δ2	   is	   the	   error	   variance	   and	   r	   is	   the	   number	   of	  
replications.	   Normality	   of	   residual	   distribution	   was	   checked	   using	   the	   Kolmogorov–
Smirnov	  test.	   In	  order	  to	   improve	  normality	  of	  data,	  variables	  EstC,	  DeadC	  and	  ProtC	  
were	  transformed	  using	  angular	  transformation	  (y	  =	  arcsine	  √x/100)	  while	  square-­‐root	  
transformation	  was	  performed	  for	  LesS.	  
QTL	  analysis	  
QTL	   analysis	   was	   conducted	   using	   composite	   interval	   mapping	   (CIM)	   and	   multiple	  
interval	   mapping	   (MIM)	   in	   Windows	   QTL	   Cartographer	   V2.5	   (Wang	   et	   al.	   2011).	  
Markers	  to	  be	  used	  as	  cofactors	  for	  CIM	  were	  selected	  by	  forward-­‐backward	  stepwise	  
regression.	  The	  number	  of	  markers	  controlling	  the	  genetic	  background	  in	  CIM	  was	  set	  
to	   five.	   The	   thresholds	   for	   the	   detection	   of	   QTLs	   were	   estimated	   by	   permutations	  
analysis	   (Churchill	   and	   Doerge	   1994)	   using	   1000	   permutations.	   One-­‐	   and	   two-­‐LOD	  
support	  intervals	  for	  the	  position	  of	  each	  QTL	  were	  calculated	  as	  described	  by	  Darvasi	  
and	  Soller	  (1989).	  
To	   obtain	   more	   precise	   information	   of	   QTLs	   effects	   and	   positions	   and	   to	  
evaluate	   the	   presence	   of	   digenic	   epistatic	   interactions	   across	   the	   QTL	   pairwise	  
combinations,	  multiple-­‐interval	  mapping	  (MIM)	  (Kao	  et	  al.	  1999,	  Zeng	  et	  al.	  1999),	  as	  
implemented	  in	  WinQTL	  Cartographer,	  was	  used	  by	  considering	  as	  initial	  QTLs	  models	  
the	  CIM	  results	  obtained	  for	  the	  trait.	  The	  initial	  CIM-­‐derived	  QTL	  model	  was	  subjected	  
to	  a	  search	  for	  significant	  epistatic	  interactions	  among	  QTLs.	  Both	  main	  additive	  effects	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and	   their	   epistatic	   interactions	   were	   tested	   for	   significance	   using	   the	   Bayesian	  
information	   criterion	   (BIC)	  with	   the	   penalty	   function:	   c	   (n)	   =	   log	   (n),	  with	  n	   (sample	  
size)	  =	  111	  (Zeng	  et	  al.	  1999).	  The	  final	  main	  additive	  and	  epistatic	  QTLs	  effects	  and	  the	  
R2	  values	  of	  the	  model	  were	  then	  estimated.	  
	  
5.	  Results	  
Linkage	  map	  
Out	   of	   the	   384	   SNP	   markers	   analysed,	   119	   showed	   polymorphism	   between	  
parental	   lines.	   Of	   them,	   117	   SNP	   markers	   were	   successfully	   mapped	   resulting	   in	   a	  
more	   saturated	  map	   containing	   414	  markers	   and	  distributed	   in	   eight	   linkage	   groups	  
(Fig.	  1).	   Four	  RAPD	  markers	  previously	  mapped	  on	  a	  distal	   part	  of	   LGI	   (OPAI14_854,	  
OPAI14_877	   and	   OPR3_588)	   and	   LGII	   (OPM6_884)	   were	   discarded	   due	   to	   their	  
position	   could	   not	   be	   determined	   unambiguously	   after	   the	   inclusion	   of	   the	   SNP	  
markers.	  The	  new	  map	  covered	  1119.46	  cM	  with	  an	  average	  inter-­‐marker	  distance	  of	  
2.87	  cM.	  All	  the	  SNP	  markers	  mapped	  in	  the	  expected	  LG	  accordingly	  to	  Deulvot	  et	  al.	  
(2010)	   and	   Bordat	   et	   al.	   (2011),	   except	   for	  Gpt2	   (LGIII)	   previously	   linked	   to	   LGIV.	   In	  
addition,	  AA332	   and	  Peptrans	   and	   the	   region	  between	  AB100	   and	  AA1	   in	   LGII;	  M27	  
and	   Gpt	   in	   LGIII;	   AB23	   and	   SS,	   sbe	   and	   AD68	   in	   LGV;	   and	   PCT	   and	   Sus3	   in	   LGVI	  
displayed	  an	  inverted	  order	  compared	  to	  Bordat	  et	  al.	  (2011).	  
Among	  the	  SNP	  markers	  mapped,	  twelve	  had	  not	  been	  previously	  introduced	  in	  
a	   pea	   genetic	   map	   (being	   their	   position	   firstly	   reported	   in	   this	   study)	   and	   eleven	  
corresponded	   to	   new	   loci	   mapped	   for	   first	   time	   in	   pea.	   The	   new	   SNP	   markers	  
PARTE	  I	  
CAPÍTULO	  II	  
 
108	  
 
introduced	  were:	  CNE007J09_850,	  ARBA5046_271,	  PsANR1b_458	  and	  ARBA4694_128	  
located	   in	   LGI;	  ARBA6998_69	   located	   in	   LGII;	   COLc_949	   located	   in	   LGIII	   (COLc	   locus	  
previously	   mapped	   in	   Weller	   et	   al.	   2012);	   ARBA10806_623	   located	   in	   LGIVa;	  
Pea4_1_499	   located	   in	   LGV;	   PsDHN1_320,	   PsDHN2_485,	   ARBA3199_340	   and	  
ARBB22348_378	  located	  in	  LGVI	  (Supplementary	  Information	  Table	  S2)	  (Fig	  1).	  
Mechanisms	  of	  resistance	  at	  histological	  level	  
P665	  accession	  was	   significantly	  more	   resistant	   to	  D.	  pinodes	   infection	   than	  Messire	  
for	   all	   resistant	   traits	   histologically	   scored	   (ANOVA	   p	   <	   0.05)	   displaying	   an	   average	  
percentage	  of	  established	  colonies	  (EstC)	  of	  3.7%	  in	  P665	  against	  the	  42.3%	  observed	  
in	  Messire	   susceptible	   plants.	   The	   lesion	   size	   (LesS)	   was	   also	   significantly	   smaller	   in	  
P665	   accession	   (0.1	   mm2)	   than	   in	   Messire	   (0.6	   mm2).	   Furthermore,	   when	   the	  
percentage	   of	   germinated	   spores	   causing	   host	   epidermal	   cell	   death	   (DeadC)	   and	  
protein	  cross-­‐linking	  (ProtC)	  were	  studied	  significant	  differences	  were	  found	  between	  
P665	  and	  Messire	  parents	  (14.7%	  vs	  4%,	  16.7%	  vs	  8.7%;	  respectively).  
The	   ANOVA	   also	   revealed	   a	   highly	   significant	   variation	   (P	   <	   0.001)	   for	   the	  
cellular	  mechanisms	   of	   resistance	   studied	   among	   the	   RIL	   families.	   Histological	   traits	  
followed	   a	   continuous	   variation	   and	   several	   transgressive	   RIL	   lines	   with	   increased	  
susceptibility	  and	  resistance	  were	  identified	  (Fig.	  2).	  Broad	  sense	  heritability	  values	  for	  
the	  resistance	  traits	  at	  histological	  level	  were	  high,	  ranging	  from	  0.95	  to	  0.99	  (Table	  1).	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Figure	  1	  Pea	  genetic	  linkage	  map	  constructed	  from	  a	  population	  formed	  by	  111	  F6:7	  recombinant	  inbred	  
lines	   (RILs)	   derived	   from	   the	   cross	   between	   Pisum	   sativum	   subsp.	   syriacum	   accession	   P665	   and	   P	  
sativum	  subsp.	  sativum	  cv	  Messire	  Bar	  positions	   indicate	  the	  locations	  of	  quantitative	  trait	   loci	  (QTLs):	  
outer	   and	   inner	   intervals	   correspond	   to	   1-­‐LOD	   and	   2-­‐	   LOD	   support	   interval,	   respectively,	   and	   are	  
indicated	  as	  a	   full	  box	  and	  a	  single	   line,	   respectively	  SNP	  markers	  analysed	   in	   this	   study	  are	  shown	   in	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bold.	   	  
Figure	  1	  Pea	  genetic	  linkage	  map	  constructed	  from	  a	  population	  formed	  by	  111	  F6:7	  recombinant	  inbred	  
lines	   (RILs)	   derived	   from	   the	   cross	   between	   Pisum	   sativum	   subsp.	   syriacum	   accession	   P665	   and	   P	  
sativum	  subsp.	  sativum	  cv	  Messire.(continued).	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QTL	  analysis	  
The	  QTL	  analysis	  performed	   in	   this	   study	  confirmed	   the	   involvement	  of	   the	  genomic	  
regions	  previously	   identified	  by	  Fondevilla	  et	  al.	   (2011)	   (Table	  2).	  As	  an	  exception,	   in	  
this	   new	   analysis	   no	   QTL	   reached	   the	   required	   LOD	   threshold	   (peak	   LOD	   2.05;	  
threshold	  LOD	  3.09)	  in	  the	  LGII	  region,	  where	  MpII.1_DRseedl	  was	  previously	  reported	  
(Fondevilla	  et	  al.	  2011).	  Regarding	   to	  Fondevilla	  et	  al.	   (2011)	   the	  LOD	  value	  over	   the	  
threshold	  of	  some	  of	  the	  traits	  differed.	  Previous	  MpIII.2DRl_05	  was	  not	  detected,	  but	  
a	   new	   QTL	   (MpIII.2_DRst_05)	   was	   identified	   in	   the	   same	   region.	   Similarly	  
MpIII.2_DRseedl	  was	  not	  identified	  in	  the	  new	  analysis	  but	  a	  QTL	  involved	  in	  epidermal	  
cell	   death	   (MpIII.4_DeadC)	   was	   found	   located	   in	   the	   same	   region.	   Also	   in	   LGIII,	  
previous	  MpIII.1_DRst_05	  QTL	   showed	   a	   LOD	   below	   the	   threshold	   (peak	   LOD	   2.37;	  
threshold	   LOD	   3.16)	   however	   MpIII.1_DRseedl,	   located	   in	   the	   same	   region	   was	  
maintained	  after	  this	  new	  QTL	  analysis.	   In	  LGVI,	  the	  previous	  QTL	  (MpVI_DS_05)	  was	  
substituted	  by	  MpVI.1_DRst_05.	  
Table	  1	  Broad	  sense	  heritabilities	  (h2)	  of	  the	  studied	  traits.	  
EstC	   DeadC	   ProtC	   LesS	   DRseedl	   DRl2005	   DRst2005	   DS2005	   DRl2006	   DS2006	  
0.99	   0.98	   0.97	   0.95	   0.83	   0.75	   0.69	   0.81	   0.67	   0.88	  
EstC,	   percentage	   of	   germinated	   spores	   that	   established	   a	   colony;	   LesS,	   lesion	   size	   (mm2);	   DeadC	  
percentage	  of	   germinated	   spores	   causing	  host	  epidermal	   cell	   death;	  ProtC,	   percentage	  of	   germinated	  
spores	  causing	  protein	  cross-­‐linking	  in	  epidermal	  cells;	  Drseedl,	  resistace	  to	  D	  pinodes	  under	  controlled	  
conditions;	  DRl2005,	  disease	  rating	  on	  leaves	  (leaflets	  and	  stipules)	  under	  field	  conditions	  during	  2004-­‐
2005	   season;	   DRst2005,	   disease	   rating	   on	   stems	   under	   field	   conditions	   during	   2004-­‐2005	   season;	  
DS2005,	   disease	   severity	   under	   field	   conditions	   during	   2004-­‐2005	   season;	  DRl2006,	   disease	   rating	   on	  
leaves	  under	   field	  conditions	  during	  2005-­‐2006	  season;	  DRst2006,	  disease	  rating	  on	  stems	  under	   field	  
conditions	  during	  2005-­‐2006	  season;	  DS2006,	  disease	  severity	  under	  field	  conditions	  during	  2005-­‐2006	  
season	  
	  
In	  addition,	  the	  scoring	  of	  the	  mechanisms	  of	  resistance	  at	  histological	  level	  and	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the	   inclusion	  of	  new	  SNP	  markers	  allowed	  the	   identification	  of	  new	  genomic	   regions	  
involved	  in	  resistance	  to	  D.	  pinodes.	  Thus,	  a	  new	  region	  (MpII_DRst_05)	  in	  LGII,	  other	  
in	   LGIII	   (MpIII.5_DeadC)	   and	  another	   two	   in	   LGV	   (MpV.3_Drseedl;	  MpV.2_EstC)	  were	  
de	  novo	   identified.	  Furthermore,	  this	  more	  accurate	  analysis	  revealed	  that	  the	  region	  
called	   MpIII.2	   in	   Fondevilla	   et	   al.	   (2011),	   containing	   two	   overlapping	   QTLs	  
(MpIII.2_DR_05	   and	   MpIII.2_DRseedl)	   was	   composed	   by	   two	   independent	  
regions/QTLs	  called	  MpIII.2	  and	  MpIII.4	  in	  this	  study.	  
QTLs	  controlling	  specific	  mechanisms	  of	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  pea	  are	  first	  
reported	   in	   this	  study:	   in	  LGII	   two	  QTLs	  were	   identified	  associated	  with	  an	   increased	  
presence	   of	   host	   epidermal	   cell	   death	   (MpIII.4_DeadC	   and	  MpIII.5_DeadC)	   and	   one	  
QTL	   associated	   with	   a	   lower	   succeed	   in	   colony	   establishment	   (MpV.2_EstC)	   was	  
detected	  in	  LGV.	  For	  the	  traits	  percentage	  of	  germinated	  spores	  causing	  protein	  cross-­‐
linking	   (ProtC)	   and	   lesion	   size	   (LesS)	   any	   QTL	   reached	   the	   thresholds	   estimated	   by	  
permutations	   analysis,	   however	   in	   LGI	   a	   QTL	   located	   between	   ARBA5046_271	   and	  
OPN11_435	  markers	   explained	   the	   13,3	  %	   of	   the	   phenotypic	   variation	   observed	   for	  
lesion	   size	   obtaining	   a	   LOD	   of	   3.09	   (the	   threshold	   for	   this	   trait	   according	   to	   1000	  
permutations	   was	   3.15).	   In	   addition,	   the	   same	   genomic	   region	   corresponding	   to	  
MpIII.5_DeadC	   explained	   the	   11.7	  %	   of	   the	   phenotypic	   variation	   observed	   for	  ProtC	  
and	  got	  a	  LOD	  of	  3.69	  (the	  threshold	  for	  this	  trait	  according	  to	  1000	  permutations	  was	  
5.17).	  	  
The	  D.	  pinodes	  QTLs	  identified	  explained	  individually	  from	  1.8%	  to	  52.6%	  of	  the	  
phenotypic	   variation,	   depending	   on	   the	   trait	   scored,	   and	   together	   from	   15.1%	   to	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59.9%	   of	   the	   phenotypic	   variation	   (Table	   2).	   Resistant	   alleles	   derived	   from	   the	  
resistant	   parental	   P665	   in	   all	   QTLs,	   except	   for	   MpII.DRst_05,	   MpIII.4_DeadC	   and	  
MpIV.1_DS_06	   where	   alleles	   conferring	   resistance	   originated	   from	   the	   susceptible	  
parental	   Messire	   (Table	   2).	   Epistatic	   interactions	   among	   QTLs	   were	   not	   significant	  
according	  to	  MIM	  for	  any	  of	  the	  analysed	  traits.	  
	  
6.	  Discussion	  
Ascochyta	   blight	   caused	   by	   D.	   pinodes	   is	   a	   major	   challenge	   to	   pea	   growers	   in	  
temperate	   and	  Mediterranean	   regions.	   Complete	   resistance	   to	   this	   disease	   has	   not	  
been	   identified	  so	   far,	  however	   incomplete	  resistance	  has	  been	  reported	   in	  pea	  wild	  
accessions	  what	  could	  be	  used	  to	  develop	  cultivars	  with	  increased	  resistance	  (Khan	  et	  
al.	  2013,	  Rubiales	  and	  Fondevilla	  2012).	  The	  wild	  accession	  P665	  shows	  good	  levels	  of	  
resistance	  to	  different	   isolates	  of	  D.	  pinodes,	  being	  a	  suitable	  source	  of	   resistance	  to	  
this	  disease.	  Our	  results	  shows	  that	  the	  introgression	  of	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  from	  
P665	  into	  elite	  cultivars	  will	  be	  facilitated	  by	  the	  low	  effect	  of	  the	  environment	  in	  the	  
trait,	   as	   shown	   by	   the	   high	   heritability	   values	   of	   all	   resistant	   related	   traits	   and	   the	  
absence	   of	   epistatic	   interactions	   between	   the	   genes	   controlling	   the	   resistance.	  
Nevertheless,	  the	  use	  of	  P665	  as	  a	  source	  of	  resistance	  to	  ascochyta	  blight	  is	  hampered	  
by	  the	  complex	  inheritance	  of	  the	  resistance.	  
	   Although	   considerable	   progress	   in	   the	   identification	   of	   genomic	   regions	  
involved	  in	  incomplete	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  pea	  has	  been	  accomplished	  in	  recent	  
years,	   there	   is	   still	   the	   need	   of	   identifying	   genes	   involved	   in	   resistance	   or	   at	   least	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molecular	  markers	  more	   tightly	   linked	   to	   them,	  what	   could	   be	   used	   for	   an	   efficient	  
marker	  assisted	  selection	  (MAS).	  
The	   quantitative	   and	   polygenic	   nature	   of	  D.	   pinodes	   resistance	   in	   pea	  makes	  
necessary	  a	  molecular	  approach	   in	  order	   to	   identify	   the	  genomic	   regions	   involved	   in	  
the	  control	  of	  the	  trait.	  First	  pea	  genetic	  maps	  were	  based	  mainly	  on	  anonymous,	  low	  
reproducible	  markers	  as	  RAPDs	  (Random	  Amplification	  of	  Polymorphic	  DNA)	  or	  RFLPs	  
(Restriction	  Fragment	   Length	  Polymorphism)	   creating	  a	   limitation	   in	  map	   integration	  
and	  comparison	   (Deulvot	  et	  al.	  2010).	  Nevertheless,	  along	  with	  science	  progress	  pea	  
genetic	   maps	   have	   been	   enriched	   with	   new	   more	   robust	   markers	   including	   SSRs	  
(Burstin	  et	  al.	  2001,	  Loridon	  et	  al.	  2005,	  Fondevilla	  et	  al.	  2008),	  retrotransposon-­‐based	  
(Flavell	   et	   al.	   1998)	   and	   gene-­‐based	   markers	   (Gilpin	   et	   al.	   1997,	   Hecht	   et	   al.	   2005,	  
Aubert	  et	  al.	  2006,	  Prioul-­‐Gervais	  et	  al.	  2007,	  Deulvot	  et	  al.	  2010,	  Bordat	  et	  al.	  2011).	  
Gene-­‐based	   markers	   are	   highly	   reproducible	   markers	   suitable	   for	   MAS	   and	  
comparative	  mapping	  within	   and	   between	   species.	   In	   addition,	   they	   are	   a	   source	   of	  
candidate	  genes	  through	  their	  co-­‐localization	  with	  QTLs.	  Along	  with	  the	  development	  
of	  the	  gene-­‐based	  markers	  the	  techniques	  used	  to	  analyse	  them	  have	  also	  coevolved,	  
allowing	   the	   high-­‐throughput	   genotyping.	   In	   this	   study	   we	   took	   advantage	   of	   these	  
techniques	  to	  analyze	  384	  SNP	  gene-­‐based	  markers	  in	  the	  RIL	  population	  of	  the	  cross	  
P665	  x	  Messire	  by	  using	  the	  Illumina	  GoldenGate	  assay.	  
Out	  of	  the	  total	  384	  SNP	  markers	  analysed	  117	  could	  be	  mapped	  enriching	  the	  
previous	  P665	  x	  Messire	  genetic	  map	  in	  almost	  a	  30%.	  The	  new	  map	  covered	  a	  genetic	  
distance	  of	  1119.46	  cM	  and	  contained	  414	  markers	  uniformly	  distributed	  throughout	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eight	  linkage	  groups	  (Fig.	  1),	  being	  comparable	  with	  the	  last	  consensus	  map	  (1389	  cM)	  
(Bordat	  et	  al.	  2011)	  and	  connected	  to	  it	  by	  approximately	  the	  36%	  of	  the	  total	  markers.	  
Of	  the	  total	  SNP	  markers	  surveyed,	  51	  SNP	  markers	  are	  described	  for	  first	  time	  in	  this	  
work	  (Supplementary	  Information	  Table	  S2)	  and	  twelve	  were	  successfully	  mapped	  for	  
first	  time	  in	  a	  pea	  genetic	  map	  (Fig.	  1),	  thus	  increasing	  the	  amount	  of	  markers	  available	  
for	   breeders	   and	   allowing	   the	   identification	   of	   eleven	   new	   loci	   in	   pea:	   CNE007J09	  
(putative	   GDP-­‐L-­‐galactose-­‐pyrophosphatase),	   ARBA5046	   (Rho	   GTPase	   activation	  
protein),	   PsANR1b	   (ANR1b	   transcription	   factor)	   and	   ARBA4694	   (vacuolar	   protein	  
sorting-­‐associated	   protein	   35)	   in	   LGI,	   ARBA6998	   (Xklp2	   targeting	   protein)	   located	   in	  
LGII,	  ARBA10806	   (protein	  kinase)	   located	   in	  LGIVa;	  Pea4_1	   (sulphate	  transporter	  4,1)	  
located	   in	   LGV;	   PsDHN1	   (dehydrin	   1	   gene),	   PsDHN2	   (dehydrin	   2	   gene),	   ARBA3199	  
(squalene	  cyclase)	  and	  ARBB22348	  (zinc	  finger,	  CCCH-­‐type)	  located	  in	  LGVI).	  
All	   the	   SNP	  markers	  mapped	   in	   the	   expected	   LG	   accordingly	   to	   Bordat	   et	   al.	  
(2011)	  with	   the	  exception	  of	  Gpt2,	   located	   in	   LGIII	   instead	  of	   LGIV.	   This	   discrepancy	  
might	  be	  explained	  due	  to	  genetic	  differences	  between	  P.	  sativum	  ssp.	  sativum	  and	  P.	  
sativum	   ssp.	   syriacum	   with	   the	   RIL	   populations	   used	   in	   Bordat	   et	   al.	   (2011)	   derived	  
from	  P.	  sativum	  ssp.	  sativum	  crosses	  while	  our	  map	  is	  based	  on	  a	  Pisum	  sativum	  ssp.	  
syriacum	  (P665)	  x	  P.	  sativum	  sp.	  sativum	  (cv.	  Messire)	  cross.	  Some	  of	  the	  SNP	  markers	  
mapped	   displayed	   an	   inverted	   order	   in	   comparison	   to	   Bordat	   et	   al.	   (2011),	   these	  
markers	  were	  closely	   linked	  and	  therefore	   it	   is	  difficult	   to	  determine	  accurately	  their	  
relative	  order.	  
	   In	  addition	  to	  the	  saturation	  of	  the	  P665	  x	  Messire	  genetic	  map	  with	  117	  new	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markers	  we	  also	  performed	  a	  more	  detailed	  evaluation	  of	  D.	  pinodes	  resistance	  in	  pea,	  
thus	  increasing	  the	  chance	  of	  identifying	  molecular	  markers	  more	  closely	  linked	  to	  the	  
resistance	   genes.	   Resistance	   is	   a	   multi-­‐component	   event	   that	   involves	   a	   battery	   of	  
specific	   mechanisms	   of	   resistance	   acting	   against	   pathogens	   success.	   Nevertheless,	  
previous	  studies	  examining	  the	  genetics	  of	  pea	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  infection	  have	  
only	  been	  based	  on	  the	  assessment	  of	  final	  disease	  symptoms.	  This	  is	  the	  first	  study	  in	  
which	  the	  genetics	  of	  specific	  mechanisms	  of	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  pea	  have	  been	  
examined.	   Resistance	   to	  D.	   pinodes	   in	   pea	   is	   characterized	   by	   a	   reduced	   success	   in	  
colony	  establishment	  and	  smaller	   lesion	  size	  both	  associated	  with	  a	  higher	  frequency	  
of	  epidermal	  cell	  death	  and	  protein	  cross-­‐linking	  (Carrillo	  et	  al.	  2013).	  In	  this	  work	  we	  
have	   measured	   these	   resistance	   mechanisms	   in	   the	   P665	   x	   Messire	   RIL	   population	  
allowing	  the	  first	  identification	  of	  genomic	  regions	  controlling	  the	  lower	  succeed	  of	  D.	  
pinodes	   colony	   establishment	   (EstC)	   and	   the	   higher	   development	   of	   host	   epidermal	  
cell	   death	   (DeadC)	   in	   response	   to	  D.	  pinodes	   infection	   in	  pea	   (Table	  2).	  However	  no	  
QTL	  reached	  the	  threshold	  LOD	  value	  estimated	  by	  permutations	  for	  the	  traits	   lesion	  
size	   (LesS)	   and	  protein	   cross-­‐linking	   in	   epidermal	   cell	  walls	   (ProtC)	   one	   region	   in	   LGI	  
and	  another	  in	  LGIII	  were	  respectively	  associated	  with	  these	  traits	  and	  reached	  a	  LOD>	  
3,	  indicating	  that	  is	  1000	  times	  more	  plausible	  that	  this	  region	  could	  be	  associated	  with	  
the	  trait	  than	  it	  is	  not.	  Therefore,	  although	  we	  are	  unable	  to	  confirm	  that	  these	  regions	  
are	  involved	  in	  the	  control	  of	  ProtC	  and	  LesS	  we	  cannot	  exclude	  it.	  
	   The	  combined	  approach	  of	  improve	  the	  genetic	  map	  and	  the	  evaluation	  of	  the	  
resistance	   allowed	   the	   identification	   of	   four	   new	   genomic	   regions	   involved	   in	  
resistance	  (Table	  2):	  one	  in	  LGII	  (MpII_DRst_05);	  one	  in	  LGIII	  (MpIII.5_DeadC),	  and	  two	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in	  LGV	  (MpV.2_EstC	  and	  MpV.3_DRseedl).	  Of	  them,	  MpIII.5_DeadC	  may	  correspond	  to	  
the	  QTL	  mpIII.2,	  reported	  by	  Prioul	  et	  al.	  (2004).	  Both,	  mpIII-­‐2	  and	  MpIII.5_DeadC	  are	  
specific	   of	   seedling	   resistance	   under	   controlled	   conditions,	   explaining	   a	   similar	  
percentage	  of	  the	  phenotypic	  variance	  (7-­‐9%	  and	  8.4%,	  respectively)	  and	  sharing	  the	  
anchored	  marker	  P202.	   In	   addition,	   the	   involvement	   in	   resistance	  of	   the	  majority	  of	  
the	   regions	   reported	   by	   Fondevilla	   et	   al.	   (2011)	   was	   also	   confirmed.	   The	   alleles	  
conferring	  resistance	  derived	  in	  all	  the	  cases	  from	  the	  resistant	  parent	  P665,	  except	  for	  
MpII.DRst_05,	   MpIII.4_DeadC	   and	   MpIV.1_DS_06	   QTLs,	   where	   alleles	   conferring	  
resistance	  originated	   from	  the	   susceptible	  parental	  Messire.	   In	  agreement	  with	   that,	  
transgressive	  individuals	  with	  more	  resistance	  than	  P665	  accession	  were	  identified	  for	  
DRst_05	   and	  DeadC	   traits	   suggesting	   that	   cv.	  Messire	   also	   holds	   desirable	   genes	   for	  
these	   traits,	   what	   in	   combination	   with	   P665	   can	   improve	   the	   level	   of	   resistance	  
provided	  by	  P665.	  Nevertheless,	  no	   individuals	  with	  more	  resistance	  than	  P665	  were	  
observed	  for	  DS_06,	  probably	  due	  to	  the	  level	  of	  resistance	  of	  P665	  accession	  for	  this	  
trait	  was	  already	  really	  high	  (DS=8)	  (Fondevilla	  et	  al.	  2008).	  
	   SNP	  markers	  are	  robust	  markers	  suitable	  for	  MAS.	  The	  introgression	  of	  the	  117	  
SNP	  markers	  in	  P665	  x	  Messire	  genetic	  map	  saturated	  the	  genomics	  regions	  containing	  
QTLs	  for	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  and	  provided	  a	  set	  of	  reproducible	  markers	  that	  can	  
be	  used	  to	  identify	  the	  individuals	  carrying	  these	  QTLs	  in	  segregating	  populations.	  SNP	  
markers	   located	   into	   the	   QTL	   were	   identified	   for	   all	   QTLs	   reported,	   except	   for	  
MpIII.4_DeadC	   and	  MpIII.1_DRseedl	   (Table	  2).	  However,	   these	   two	  QTLs	  contain	  SSR	  
markers	  that	  are	  also	  robust	  markers	  that	  could	  be	  used	  in	  MAS.	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Furthermore,	   the	   mapping	   of	   gene-­‐based	   markers	   is	   a	   source	   of	   candidate	   genes	  
through	   their	   co-­‐location	   with	   QTLs	   (Table	   2).	   Most	   genes	   located	   into	   the	   2-­‐LOD	  
intervals	   of	   the	   QTLs	   (Agpl1,	   MSU515,	   HO1,	   Sbe2,	   Sut1,	   Gpt2,	   Cwi2,	   OEE3,	   RNAH,	  
Sugtrans,	  CNE007123)	  were	  involved	  in	  carbohydrate	  metabolism	  and	  photosynthesis,	  
probably	  due	  to	  the	  enrichment	  of	  the	  Illumina	  GoldenGate	  Assay	  in	  genes	  involved	  in	  
these	  processes.	  Even	  so,	  some	  genes	  co-­‐located	  with	  the	  D.	  pinodes	  QTLs	   identified	  
might	  have	  an	  interesting	  role	  in	  defense	  and	  therefore	  could	  be	  good	  candidate	  genes	  
involved	   in	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   in	   P665.	   Thus,	   ArfB3	   that	   encodes	   for	   auxin	  
response	   factor	  B3	  domain	  was	   located	   into	  MpV.1_DRseedl.	  Auxin	   response	   factors	  
are	  transcription	  factor	  that	  bind	  to	  TGTCTC	  auxin	  response	  elements	  in	  promoters	  of	  
early	   auxin	   response	   genes	   (Tiwari	   et	   al.	   2003).	   Plant	   hormones	   regulate	  
developmental	  processes	  and	  signaling	  networks	  as	  parts	  of	  plant	  responses	  to	  a	  wide	  
range	  of	  biotic	  and	  abiotic	   stresses	   (Bari	  and	   Jones	  2009).	   In	  a	   recent	   transcriptomic	  
study	  (Fondevilla	  et	  al.	  2013),	  the	  auxin	  indole-­‐3-­‐acetic	  acid	  pathway	  was	  up	  regulated	  
after	  infection	  of	  P665	  with	  D.	  pinodes	  suggesting	  that	  this	  hormone	  may	  have	  a	  role	  in	  
the	   response	   against	   D.	   pinodes.	   Auxin	   activates	   the	   family	   of	   Glutathione-­‐S	  
transferase	   (GSTs)	   (Abel	   et	   al.	   1996)	   that	   detoxify	   various	   dangerous	   compounds	  
including	  microbial	  toxins	  (Marrs	  1996)	  and	  members	  of	  this	  family	  were	  also	  found	  to	  
be	  up-­‐regulated	  after	  D.	  pinodes	   infection	   in	  the	  resistant	  accession	  P665	  (Fondevilla	  
et	  al.	  2013).	  
Another	   interesting	   candidate	   gene	   is	   CE007J22.	   This	   gene	   co-­‐localized	   with	  
MpVI.1_DRst_05	   and	   is	  homologous	   to	   the	  hypersensitive-­‐induced	   reaction	  protein	  4	  
(HIR4)	   gene	   from	   A.	   thaliana	   (Boisson	   et	   al.	   2003,	   Ascencio-­‐Ibáñez	   et	   al.	   2008).	   A	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homologous	  of	  this	  gene	  in	  pepper	  was	  found	  to	  be	  capable	  to	  induce	  cell	  death	  when	  
ectopically	  expressed	  in	  tobacco	  and	  Arabidopsis	  and	  has	  been	  suggested	  to	  play	  a	  role	  
in	   ETI	   (effector-­‐triggered	   immunity)	   (Qi	   and	   Katagiri	   2012).	   Epidermal	   cell	   death	   has	  
been	  shown	  to	  have	  a	  relevant	  role	  in	  the	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  P665	  (Carrillo	  et	  
al.	  2013).	  
On	   the	   other	   hand,	   the	   QTL	   MpIII.3	   co-­‐localized	   with	   QTL	   dfIII.2,	   which	   is	  
associated	  to	  flowering	  time	  explaining	  the	  60%	  of	  the	  trait	  (Fondevilla	  et	  al.	  2011).	  In	  
this	  region	  was	  mapped	  the	  SNP	  COLc_495,	  corresponding	  to	  a	  pea	  CONSTANS-­‐like	  C	  
gene.	   Studies	   in	   Arabidopsis	   have	   shown	   that	   the	   CONSTANs	   gene	   family	   has	   an	  
important	   role	   in	   the	   photoperiod	   pathway,	   which	   is	   one	   of	   the	   four	   regulatory	  
pathways	  controlling	  the	  timing	  of	  flowering	  (Griffiths	  et	  al.	  2003).	  Interestingly,	  COLc	  
maps	  in	  the	  vicinity	  of	  Elf3,	  another	  gene	  involved	  in	  photoperiod	  in	  pea	  (Weller	  et	  al.	  
2012)	  Therefore	  we	  consider	  these	  genes	  as	  potential	  candidates	  for	  dfIII.2.	  
	   Regarding	  to	  candidate	  genes	  for	  D.	  pinodes	  resistance	  previously	  reported	  by	  
other	   authors,	   Prioul-­‐Gervais	   et	   al.	   (2007)	   co-­‐localized	   the	   candidate	   gene	   PsDof1	  
(elicitor-­‐responsive	  Dof	  protein,	  Seki	  et	  al.	  2002)	  with	  the	  QTL	  mpIII.1,	  corresponding	  
to	  the	  QTL	  MpIII.1_DRseedl	  mapped	  in	  this	  study.	  However	  in	  our	  work	  PsDof1	  was	  not	  
co-­‐localized	   with	   MpIII.1_DRseedl.	   In	   LGIII	   other	   two	   candidates	   genes	   were	   also	  
reported:	   pea	   defensin	   DRR230-­‐b	   (Prioul-­‐Gervais	   et	   al.	   2007)	   and	   RGA1.1	  
(Timmerman-­‐Vaughan	  et	  al.	  2002).	  It	  would	  be	  interesting	  to	  map	  these	  genes	  in	  our	  
population	   to	   check	   their	   possible	   co-­‐localization	   with	   MpIII.2_DRst_05	   and	  
MpIII.4_DeadC.	   Similarly,	   it	   would	   be	   also	   interesting	   to	  map	   the	  Chi2	   gene.	   Prioul-­‐
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Gervais	   et	   al.	   (2007)	   confirmed	   the	   closely	   linkage	   between	   P202,	   flanking	  
MpIII.5_DeadC,	   and	   this	   gene	   that	   codifies	   an	   endochitinase	   A2.	   Chitinases	   are	  
important	  pathogenesis-­‐related	  proteins	  that	  protect	  plants	  from	  fungal	  pathogens	  by	  
hydrolyzing	  glycosidic	  bonds	  in	  the	  chitin	  of	  fungal	  cell	  walls	  (Chang	  et	  al.	  1995,	  Renner	  
and	  Specht	  2012).	  
	   The	   identification	   of	   candidates	   is	   the	   first	   step	   in	   identifying	   the	   genes	  
controlling	  a	   trait,	  but	   to	  discern	   the	   real	   role	  of	   these	  genes	   in	   the	   resistance	   to	  D.	  
pinodes	  in	  pea	  further	  studies,	  as	  functional	  analysis,	  need	  to	  be	  performed.	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INTRODUCCIÓN	  AL	  EL	  PULGÓN	  VERDE	  DEL	  GUISANTE	  	  
(ACYRTHOSIPHON	  PISUM	  HARRIS)	  
	  
El	   pulgón	   verde	   del	   guisante	   (A.	   pisum,	   Homoptera:	   Aphididae)	   (pea	   aphid,	   PA)	  
constituye	   una	   de	   las	   plagas	   más	   dañinas	   para	   los	   cultivos	   de	   leguminosas	   en	   las	  
regiones	  templadas,	  causando	  importantes	  pérdidas	  de	  rendimiento	  (van	  Emden	  et	  al.	  
2007)	   y	   llegando	   a	   colonizar	   más	   de	   20	   géneros	   diferentes	   entre	   los	   que	   destacan	  
Glycine,	  Medicago,	  Lathyrus,	  Lens	  o	  Vicia.	  
	   Particularmente,	   el	   cultivo	   del	   guisante	   se	   ve	   severamente	   afectado	   por	   el	  
ataque	   por	   A.	   pisum	   (Sandström	   y	   Petterson	   1994,	   Wilkinson	   y	   Douglas	   1998)	  
habiéndose	  descrito	  pérdidas	  de	   rendimiento	  de	  hasta	  un	  60%	   (Biddle	  et	  al.	  1994)	  y	  
costes	   de	   control	   de	   aproximadamente	   16.63-­‐22.86$/ha	   (http://www.gov.mb.ca;	  
última	  actualización	  en	  Julio	  de	  2012).	  Estas	  pérdidas	  de	  rendimiento	  se	  relacionan	  con	  
daños	   fisiológicos	   en	   la	   planta	   como	   son	   aborto	   floral,	   deformación	   de	   las	   vainas	   o	  
debilitamiento	   de	   la	   planta	   (Fig.	   1	   y	   3);	   y	   la	   transmisión	   de	   virus	   como	   el	   virus	   del	  
mosaico	  de	  la	  enación	  del	  guisante	  (Pea	  Enation	  Mosaic	  Virus,	  PEMV)	  (Biddle	  y	  Cattlin	  
2007).	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1.	  Ciclo	  de	  vida	  de	  Acyrthosiphon	  pisum	  
Como	  muchas	  otras	  especies	  de	  áfidos,	  A.	  pisum	   es	   capaz	  de	   reproducirse	  mediante	  
partenogénesis	  vivípara,	   lo	  que	   le	  permite	  alcanzar	  grandes	  densidades	  de	  población	  
en	  muy	  poco	  tiempo.	  Cuando	  sus	  densidades	  son	  muy	  altas	  o	   la	  calidad	  nutritiva	  del	  
hospedador	   es	   muy	   pobre	   los	   pulgones	   entran	   en	   competencia	   (Dixon	   1998)	   y	   las	  
hembras	   comienzan	   a	   producir	   descendencia	   alada	   (Fig.	   2a),	   que	   incrementa	   las	  
posibilidades	   de	   supervivencia	   al	   dispersarse	   hacia	   nuevos	   hospedadores	   (Weisser	   y	  
Braendle	  2001).	  Cuando	  los	  días	  se	  tornan	  más	  fríos	  y	  las	  noches	  más	  largas	  el	  pulgón	  
verde	  del	   guisante	   comienza	  a	   reproducirse	   sexualmente	  mediante	   la	   generación	  de	  
machos	   y	   hembras	   alados	   que	   producen	   huevos	   de	   los	   que	   emergerán	   nuevos	  
pulgones	  en	  el	  inicio	  de	  la	  primavera,	  continuando	  así	  el	  ciclo	  reproductivo.	  
	  
Figura	   1.	   Daños	   fisiológicos	   en	   el	   guisante	   provocados	   por	   el	   ataque	   de	   A.	   pisum.	   A	   y	   B)	   Plantas	  
susceptibles	  al	  ataque	  en	  las	  que	  se	  observa	  debilitamiento	  de	  la	  planta	  que	  lleva	  a	  su	  marchitamiento,	  
aborto	  floral	  y	  deformación	  de	  las	  vainas;	  B	  y	  C)	  Plantas	  resistentes	  que	  toleran	  la	  infestación	  y	  no	  ven	  
afectada	  la	  correcta	  maduración	  de	  las	  flores	  y	  vainas.	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2.	  Ataque	  de	  la	  planta	  por	  Acyrthosiphon	  pisum	  
A.	  pisum	  suele	  situarse	  en	  el	  envés	  de	  los	  foliolos	  (Fig.	  2a),	  en	  los	  ápices	  (Fig.	  2c)	  y	  en	  
las	  vainas	  (Fig.	  2b)	  de	   las	  plantas	  de	  guisante	  de	   las	  que	  se	  alimenta	  succionando	  los	  
nutrientes	  del	  floema.	  Los	  pulgones	  introducen	  su	  estilete	  a	  través	  de	  la	  epidermis	  y	  lo	  
mueven	  intercelularmente	  a	  través	  del	  mesófilo	  hasta	  llegar	  a	  los	  haces	  vasculares	  del	  
floema	  (Tjallingii	  2006,	  Will	  et	  al.	  2009).	  Sin	  embargo,	  el	  efecto	  osmótico	  derivado	  de	  la	  
succión	  les	  obliga	  a	  ingerir	  también	  savia	  del	  xilema	  para	  contrarrestarlo.	  
	   Los	   haces	   vasculares	   son	   elementos	   muy	   sensibles	   al	   daño	   causado	   por	  
insectos	  succionadores	  de	  savia	  como	  el	  pulgón	  verde	  del	  guisante,	  de	  modo	  que,	   las	  
plantas	   intentan	   limitar	   la	   succión	   produciendo	   el	   colapso	   de	   los	   haces	   vasculares	  
afectados.	  No	  obstante,	  A.	  pisum	  es	  capaz	  de	  manipular	  el	  metabolismo	  de	  la	  planta	  y	  
evitar	   la	   activación	   de	   este	   mecanismo	   al	   cubrir	   su	   estilete	   de	   saliva	   y	   sellar	  
inmediatamente	  la	  herida	  de	  succión	  (Will	  et	  al.	  2007,	  Walling	  2008).	  
	  
	  
	  
Figura	  2.	  Distribución	  de	  Acyrthosiphon	  pisum	  en	  sobre	  las	  plantas	  de	  guisante.	  A)	  Colonia	  de	  pulgones	  
en	  diferentes	  estadíos	  en	  el	  envés	  de	  un	  foliolo	  de	  guisante;	  B)	  Pulgones	  adultos	  y	  ninfas	  alimentándose	  
sobre	  una	  vaina	  de	  guisante;	  C)	  ápice	  y	  flor	  cubiertos	  de	  pulgón	  verde.	  Am,	  pulgón	  macho	  adulto	  alado;	  
Fe,	  hembra	  adulta	  áptera;	  Mo,	  muda	  de	  pulgón;	  Np,	  ninfa.	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   El	   balance	   nutritivo	   de	   la	   savia	   del	   floema	   de	   las	   plantas	   es	   desequilibrado	  
dado	  su	  elevado	  contenido	  en	  carbohidratos	  en	  comparación	  con	  su	  concentración	  de	  
proteínas	  y	  amino	  ácidos	  (Sandström	  y	  Moran	  1999).	  Para	  superar	  este	  inconveniente	  
los	   áfidos	   succionan	   grandes	   volúmenes	   de	   savia	   excretando	   el	   exceso	   de	  
carbohidratos	   que	   ingieren	   en	   forma	   de	   melaza,	   acumulando	   compuestos	   que	  
contienen	  nitrógeno	  y	  estableciendo	  relaciones	  mutualísticas	  con	  la	  bacteria	  Buchnera	  
aphidicola	  B.	  (Voelckel	  y	  Baldwin	  2004).	  
La	  relación	  intracelular	  mutualística	  que	  ha	  establecido	  A.	  pisum	  con	  la	  bacteria	  
B.	  aphidicola	  proporciona	  al	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  los	  aminoácidos	  esenciales	  que	  
son	   escasos	   o	   no	   puede	   obtener	   del	   floema	   (Moran	   et	   al.	   1993,	   Gündüz	   y	   Douglas	  
2009).	   Además,	   el	   pulgón	   verde	   del	   guisante	   establece	   asociaciones	   facultativas	   con	  
otras	  bacterias	  endosimbiontes	  heredables	  que	  le	  brindan	  beneficios	  ecológicos	  como	  
son	   tolerancia	  a	  altas	   temperaturas	  o	   resistencia	  a	  parasitoides	   (Fukatsu	  et	  al.	  2000,	  
Montllor	  et	  al.	  2002,	  Oliver	  et	  al.	  2003).	  Así	  por	  ejemplo,	  la	  simbiosis	  entre	  A.	  pisum	  y	  
los	  simbiontes	  secundarios	  (Secondary	  Symbiont,	  SS)	  del	  tipo	  R	  y	  T	  (ϒ-­‐3proteobacteria)	  
reducen	  entre	  un	  22.5%	  y	  un	  41.5%	  (respectivamente)	  el	  parasitismo	  de	  las	  larvas	  del	  
himenóptero	  Aphidius	  ervi	  H.,	  el	  mayor	  enemigo	  natural	  del	  pulgón	  verde	  en	  el	  campo	  
(Oliver	  et	  al.	  2003).	  
	   Los	  áfidos	  son	  capaces	  de	  perturbar	  el	  metabolismo	  de	  la	  planta	  y	  las	  funciones	  
de	  las	  membranas	  de	  las	  células	  vegetales	  huéspedes	  mediante	  señales	  que	  reducen	  el	  
flujo	  de	  nutrientes	  hacia	   las	  zona	  de	  succión	  con	  el	  objetivo	  de	  enriquecer	  su	  calidad	  
nutricional,	   movilizando	   las	   reservas	   locales	   y	   bloqueando	   su	   exportación	   a	   otros	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órganos	  de	  la	  planta	  (Larson	  y	  Whithman	  1997,	  Sandström	  et	  al.	  2000,	  Sempruch	  et	  al.	  
2011).	  Así,	  especies	  como	  Shizaphis	  graminum	  R.	  y	  Diuraphis	  noxia	  M.	  son	  capaces	  de	  
alterar	   la	   composición	   de	   amino	   ácidos	   del	   floema	   a	   nivel	   sistémico	   tanto	   en	   trigo	  
(Triticum	  aestivum	   L.)	   como	   en	   cebada	   (Hordeum	   vulgare	   L.)	   en	   su	   propio	   beneficio	  
(Sandström	  et	  al.	  2000).	  Parece	  ser	  que	  A.	  pisum	  también	  es	  capaz	  de	  causar	  cambios	  
en	   los	   amino	   ácidos	   de	   la	   alfalfa	   (Medicago	   sativa	   L).	   movilizando	   y	   agotando	   el	  
nitrógeno	  de	   las	  zonas	  apicales	  de	  crecimiento	  primario	  de	   la	  planta	  y	  desplazándolo	  
hacia	   las	   zonas	   de	   succión	   (Girousse	   et	   al.	   2005).	   No	   obstante,	   hasta	   ahora	   se	  
desconoce	  si	  A.	  pisum	  es	  también	  capaz	  de	  provocar	  cambios	  en	  el	  metabolismo	  del	  
guisante	  beneficiando	  su	  nutrición	  y	  desarrollo.	  
	   	  
3.	  Fuentes	  de	  resistencia	  a	  Acyrthosiphon	  pisum	  
Diversos	   estudios	   han	   abordado	   la	   evaluación	   de	   la	   resistencia	   a	   A.	   pisum	   en	  
variedades	   comerciales	  de	  guisante,	   sin	  embargo,	   sólo	  han	   sido	  descritas	   fuentes	  de	  
resistencia	   incompleta	   (Searls	   1932,	   Markkula	   y	   Roukka	   1971,	   Bintcliffe	   y	   Wratten	  
1980,	  Bieri	  et	  al.	  1983,	  Soroka	  y	  Mackay	  1991,	  Ali	  et	  al.	  2005).	  Los	  estudios	  realizados	  
hasta	  el	  momento	  se	  han	  basado	  en	  la	  evaluación	  de	  la	  supervivencia	  y	  desarrollo	  del	  
pulgón	  verde	  del	  guisante,	  habiéndose	  identificado	  diversas	  estrategias	  de	  resistencia	  
que	   pueden	   actuar	   de	   forma	   conjunta	   o	   por	   separado.	   En	   la	   Figura	   3	   se	   muestran	  
líneas	  de	  guisante	  que	  presentan	  una	  respuesta	  diferencial	  al	  ataque	  de	  A.	  Pisum.	  
Soroka	   y	  Mackay	   (1991)	   identificaron	   resistencia	   a	  A.	   pisum	   en	   cultivares	   de	  
guisante	  que	  se	  caracterizaron	  por	  la	  reducción	  de	  la	  fecundidad	  y	  la	  supervivencia	  de	  
A.	   pisum	   (antibiosis),	   menor	   preferencia	   para	   alimentarse	   y	   desarrollarse	   en	   los	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cultivares	   resistentes	   (antixenosis)	   y/o	   menor	   pérdida	   de	   biomasa	   de	   las	   plantas	  
resistentes	   ante	   el	   ataque	   (tolerancia).	   Ali	   y	   colaboradores	   (2005)	   también	  
determinaron	   resistencia	   en	   cultivares	   de	   guisante	   que	   se	   caracterizaron	   por	   la	  
reducción	   de	   la	   fecundidad	   y	   un	   desarrollo	   más	   lento	   de	   los	   pulgones	   (antibiosis);	  
menor	   preferencia	   de	   los	   áfidos	   por	   los	   cultivares	   resistentes	   para	   alimentarse	   y	  
desarrollarse	   y/o	   tolerancia	   al	   daño	   fisiológico	   traducido	   en	   un	   menor	   retraso	   del	  
crecimiento	   (altura	   de	   la	   planta,	   número	   de	   hojas	   y	   biomasa)	   en	   los	   cultivares	  
resistentes.	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  3.	  Evaluación	  de	  diferentes	  entradas	  de	  guisante	  para	  resistencia	  al	  ataque	  del	  pulgón	  verde	  del	  
guisante.	  A)	  Campo	  en	  el	  que	  se	  pueden	  observar	  diferentes	  respuestas	  del	  guisante	  al	  ataque;	  B	  y	  C)	  
Respuesta	  diferencial	  de	  dos	  entradas	  de	  guisante	  tras	  un	  mes	  de	  infestación	  con	  A.	  pisum,B)	  Entrada	  de	  
guisante	   susceptible	  al	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  que	  ha	   sufrido	  un	  marchitamiento	  casi	   total	   y	  en	   la	  
que	  se	  ha	  producido	  aborto	  floral;	  C)	  entrada	  resistente	  al	  ataque	  del	  pulgón	  en	  la	  que	  ha	  tenido	  lugar	  
floración	  y	  fructificación.	  
	  
4.	  Herencia	  de	  la	  resistencia	  a	  Acyrthosiphon	  pisum	  
En	  el	  caso	  del	  guisante	  no	  se	  tiene	  conocimiento	  de	  trabajos	  que	  describan	  la	  genética	  
de	   la	   resistencia.	  No	  obstante,	  el	  patosistema	  A.	  pisum-­‐	  M.	  truncatula	   (Klingler	  et	  al.	  
2005,	  2007	  y	  2009,	  Gao	  et	  al.	  2008	  y	  2010,	  Guo	  et	  al.	  2009	  y	  2012,	  Stewart	  et	  al.	  2009)	  
ha	  sido	  ampliamente	  estudiado	  al	  ser	  considerado	  sistema	  modelo	  para	  el	  análisis	  de	  
las	   bases	   moleculares	   y	   genéticas	   de	   la	   resistencia	   de	   las	   plantas	   a	   los	   áfidos.	   Los	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primeros	   trabajos	   realizados	   señalaron	   una	   resistencia	   monogénica	   dominante	  
controlada	  por	   el	   gen	  APR	   de	   la	   clase	   “coiled-­‐coil	   nucleotide-­‐binding	   site-­‐leucine-­‐rich	  
repeat”	   (CC-­‐NBS-­‐LRR)	   para	   el	   biotipo	   australiano	   de	  A.	   pisum	   (Klingler	   et	   al.	   2005	   y	  
2007,	   Gao	   et	   al.	   2008,	   Guo	   et	   al.	   2009),	   mientras	   que	   para	   el	   biotipo	   europeo	   se	  
identificó	   un	   gen	   diferente,	   denominado	  APR1	   (A.	   pisum	   resistance	   1).	   El	   gen	  APR1	  
confirió	   también	   resistencia	   moderada	   al	   pulgón	   azul	   de	   la	   alfalfa	   y	   al	   biotipo	  
australiano	  de	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  (Klingler	  et	  al.	  2009,	  Stewart	  et	  al.	  2009).	  La	  
resistencia	   al	   pulgón	   verde	   comparte	   ciertas	   similitudes	   con	   la	   resistencia	   al	   pulgón	  
azul	   de	   la	   alfalfa	   en	   cuanto	   a	   que	   ambas	   resistencias	   son	   sistémicas	   e	   implican	   la	  
combinación	   de	   antibiosis	   y	   antixenosis	   (Gao	   et	   al.	   2008,	   Guo	   et	   al.	   2009).	   En	   la	  
resistencia	  moderada	  controlada	  por	  el	  gen	  APR1,	  están	  involucrados	  mecanismos	  de	  
antibiosis	  y	  tolerancia	  observándose	   la	   formación	  de	   lesiones	  necróticas	  en	   las	  zonas	  
de	  succión.	  Esta	  respuesta	  viene	  determinada	  por	  el	  gen	  AIL	  (lesiones	  inducidas	  por	  los	  
áfidos,	  aphid-­‐induced	  lesions)	  para	  el	  biotipo	  europeo	  (Stewart	  et	  al.	  2009)	  y	  el	  gen	  AIN	  
(necrosis	   inducida	  por	  Acyrthosiphon,	  Acyrthosiphon-­‐induced	  necrosis)	  para	  el	  biotipo	  
australiano	  y	  el	  pulgón	  azul	  de	  la	  alfalfa	  (Klingler	  et	  al.	  2009).	  Además,	  también	  ha	  sido	  
caracterizado	  el	  control	  cuantitativo	  de	  aspectos	  específicos	  de	  la	  resistencia	  al	  pulgón	  
verde	   del	   guisante.	   Así,	   en	   alfalfa	   (M.	   sativa	   L.)	   se	   han	   descrito	   loci	   asociados	   a	  
caracteres	  cuantitativos	  (quantitative	  trait	  loci,	  QTLs)	  con	  efectos	  aditivos	  asociados	  a	  
la	   tolerancia	   a	  A.	   pisum	   (Julier	   et	   al.	   2004)	   y	   en	  M.	   truncatula	  han	   sido	   asociados	   a	  
mecanismos	  de	  antibiosis	  y	  tolerancia	  (Guo	  et	  al.	  2012).	  
El	   desarrollo	   de	   estudios	   genéticos	   que	   identifiquen	   las	   regiones	   del	   genoma	  
implicadas	   en	   la	   resistencia	   a	   A.	   pisum	   en	   guisante	   es	   clave	   en	   la	   identificación	   de	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genes	   candidatos	   asociados	   a	   la	   resistencia,	   a	   partir	   de	   los	   cuales	   llevar	   a	   cabo	  
selección	   asistida	   por	   marcadores	   (marker	   assisted	   selection,	   MAS)	   que	   permita	  
manejar	   esta	   importante	   plaga	   agrícola	   y	   poner	   a	   disposición	   de	   los	   agricultores	  
variedades	   de	   guisante	   con	   una	   resistencia	   estable	   y	   duradera.	   A	   pesar	   de	   haber	  
abordado	   este	   aspecto,	   los	   resultados	   de	   estos	   trabajos	   no	   serán	   discutidos	   en	   la	  
presente	   tesis.	   No	   obstante,	   cabe	   destacar	   que	   los	   estudios	   de	   la	   segregación	   de	   la	  
resistencia	   de	   las	   familias	   de	   las	   poblaciones	   RILs	   (líneas	   recombinantes	   puras,	  
recombinant	  inbred	  lines)	  de	  dos	  cruzamientos	  de	  guisante	  cuyos	  parentales	  difirieron	  
significativamente	   en	   su	   resistencia	   a	  A.	   pisum	   sugieren	   un	   control	   poligénico	   de	   la	  
resistencia,	   habiéndose	   identificado	   diversas	   regiones	   del	   genoma	   implicadas	   en	   su	  
control.	  
	  
5.	  Mecanismos	  de	  resistencia	  a	  Acyrthosiphon	  pisum	  	  
Ali	  y	  colaboradores	   (2005)	  sugirieron	  que	   la	  menor	  tasa	  reproductiva	  de	  A.	  pisum	  en	  
los	   cultivares	   de	   guisante	   resistentes	   al	   ataque	   podría	   estar	   relacionada	   con	   la	  
presencia	   de	   toxinas	   o	   su	   inducción	   en	   la	   planta	   en	   respuesta	   a	   la	   infestación.	   Sin	  
embargo,	  los	  estudios	  de	  resistencia	  realizados	  hasta	  el	  momento	  no	  han	  abordado	  la	  
caracterización	  de	  la	  naturaleza	  de	  los	  mecanismos	  de	  resistencia	  implicados.	  
	   El	   desarrollo	   de	   estos	   estudios	   permitiría	   tener	   un	   conocimiento	   más	  
exhaustivo	   de	   la	   interacción	   entre	   ambos	   sistemas,	   aumentando	   los	   recursos	  
disponibles	   para	   el	   control	   de	   esta	   plaga.	  No	   obstante,	   se	   conoce	   que	   en	  Medicago	  
truncatula	  G.	  la	  resistencia	  a	  A.	  pisum	  y	  A.	  kondoi	  S.	  (pulgón	  azul	  de	  la	  alfalfa)	  (Gao	  et	  
al.	   2010)	   está	   asociada	   al	   aumento	   de	   la	   expresión	   de	   genes	   de	   factores	   de	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transcripción	   (transcription	   factor,	   TF),	   de	   modo	   que	   parte	   de	   estos	   genes	   se	  
correlacionan	  con	  la	  presencia	  del	  gen	  de	  resistencia	  (R)	  dominante	  denominado	  APR	  
(A.	  pisum	  resistance)	  (Klingler	  et	  al.	  2005	  y	  2007,	  Gao	  et	  al.	  2008,	  Guo	  et	  al.	  2009).	  Esto	  
sugirie	   que	   los	   genes	   TF	   asociados	   a	   la	   resistencia	   al	   pulgón	   verde	   del	   guisante	  
desencadenan	   modificaciones	   del	   proceso	   de	   transcripción	   a	   lo	   largo	   de	   todo	   el	  
genoma,	  permitiendo	  una	  resistencia	  completa	  mediada	  por	  el	  gen	  APR.	  
El	   desarrolllo	   de	   estudios	   de	   moleculares	   de	   transcriptómica,	   proteómica	   o	  
metabolómica	  en	   guisante	  en	   respuesta	   a	   la	   infestación	  por	  pulgón	   verde	  permitiría	  
dar	   un	   importante	   paso	   en	   el	   conocimiento	   de	   los	   mecanismos	   implicados	   en	   la	  
interacción	  Pisum-­‐	  A.	   Pisum,	  además	   de	   ser	   una	   valiosa	   fuente	   de	   genes	   candidatos	  
implicados	  en	  la	  resistencia	  en	  guisante.	  Aunque	  el	  perfil	  transcriptómico	  no	  siempre	  
consigue	  reflejar	  de	  forma	  satisfactoria	  los	  fenotipos	  resistentes	  debido	  a	  la	  regulación	  
post-­‐transcripcional	   que	   sufren	   las	   proteínas,	   las	   actuales	   técnicas	   de	   proteómica	  
permiten	   conocer	   su	   expresión	   diferencial	   y	   realizar	   estudios	   de	   expresión	  
comparativos.	  	  
Hasta	   ahora	   los	   estudios	   sobre	   interacción	   planta-­‐áfido	   se	   han	   centrado	   en	  
trabajos	   de	   transcriptómica	   y	   genética,	   siendo	   muy	   pocos	   los	   trabajos	   que	   han	  
estudiado	   los	   cambios	   que	   se	   producen	   en	   el	   perfil	   proteómico	   de	   la	   planta	   en	  
respuesta	  a	  la	  infestación	  por	  áfidos	  (Ferry	  et	  al.	  2011).	  Las	  proteínas	  son	  las	  moléculas	  
ejecutoras	  de	  los	  organismos	  y	  están	  implicadas	  en	  la	  funcionalidad	  de	  los	  diferentes	  
procesos	  biológicos	  que	  tienen	  lugar	  en	  ellos,	  incluyendo	  la	  repuesta	  defensiva	  frente	  
a	  patógenos.	  El	  estudio	  del	  perfil	  proteómico	  de	  los	  organismos	  aporta	  una	  importante	  
información	  a	  cerca	  de	  los	  fenómenos	  que	  se	  desencadenan	  en	  respuesta	  al	  ataque	  de	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insectos	  succionadores	  de	  savia	  como	  A.	  pisum,	  por	  lo	  que,	  dada	  la	  escasa	  información	  
disponible	  hasta	  el	  momento	  su	  análisis	  proporcionaría	  no	  sólo	  información	  a	  cerca	  del	  
patosistema	   concreto	   Pisum-­‐	   A.	   pisum	   sino	   también	   información	   general	   sobre	   la	  
respuesta	  de	  las	  plantas	  al	  ataque	  de	  insectos	  succionadores	  de	  savia.	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CAPÍTULO	  III	  
	  PROTEOMIC	  ANALYSIS	  OF	  PEA	  (Pisum	  sativum	  L.)	  RESPONSE	  DURING	  
COMPATIBLE	  AND	  INCOMPATIBLE	  INTERACTIONS	  WITH	  PEA	  APHID	  
(Acyrthosiphon	  pisum	  H.)	  
[Análisis	  proteómico	  de	  la	  respuesta	  del	  guisante	  (Pisum	  sativum	  L.)	  durante	  una	  interacción	  compatible	  
e	  incompatible	  con	  el	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  (Acyrthosiphon	  pisum	  H.)]	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1.	  Abstract	  
Acyrthosiphon	   pisum	   (pea	   aphid)	   is	   considered	   one	   of	   the	   most	   agronomically	  
damaging	  pests	  on	  pea	  and	  alfalfa	  crops,	  being	  responsible	  for	  significant	  yield	  losses	  
in	   agriculture.	   For	   the	   efficient	   control	   of	   the	  parasite,	   a	   better	   understanding	  of	   its	  
interaction	  and	  associated	  resistance	  mechanisms	  are	  required	  at	  molecular	  level.	  We	  
used	  two-­‐dimensional	  electrophoresis	  coupled	  to	  MSMS	  analysis	  to	  compare	  the	  leaf	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proteome	   of	   two	   pea	   accessions	   displaying	   different	   phenotypes	   to	   A.	   pisum	  
infestation.	  Multivariate	   statistical	   analysis	   identified	   203	   differential	   proteins	   under	  
the	   experimental	   conditions,	   of	   which	   81	   were	   identified	   using	   a	   combination	   of	  
peptide	  mass	   fingerprinting	   (PMF)	   and	  MSMS	   fragmentation,	   and	   for	   those	   proteins	  
that	   gave	   unknown	   function	   a	   Blast	   analysis	   was	   performed.	  Most	   of	   the	   identified	  
proteins	   corresponded	   to	   amino	  acid	   and	   carbohydrate	  metabolism,	  photosynthesis,	  
folding	   and	   degradation,	   defence	   and	   stress	   response,	   signal	   transduction	   and	  
transcription/translation,	   whose	   behaviour	   pattern	   was	   different	   in	   relation	   to	   the	  
susceptibility/resistance	   of	   the	   accessions	   studied.	   Results	   suggested	   that	   the	  
reduction	   of	   photosynthesis	   and	   amino	   acid	   biosynthesis	   in	   the	   resistant	   accession	  
(P665)	  might	   be	   helpful	   in	   order	   to	   cope	   pea	   aphid	   attack	   by	   limiting	   the	   access	   to	  
nutrients.	   On	   the	   contrary,	   in	   the	   susceptible	   accession	   (cv.	  Messire)	   an	   increase	   of	  
primary	  metabolism	  pathways	  (especially	  amino	  acid	  biosynthesis)	  was	  observed,	  from	  
which	  might	  be	  possible	  to	  infer	  a	  relation	  to	  the	  successful	  performance	  of	  aphids	  on	  
this	  accession.	  Results	  are	  also	  discussed	  in	  terms	  of	  stress-­‐related	  proteins	  behaviour	  
on	   both	   accessions,	   as	   well	   as	   in	   differences	   observed	   in	   the	   management	   of	  
photoassimilates	  against	  the	  strong	  sinks	  produced	  by	  aphids	  feeding.	  
	  
2.	  Keywords:	  2DE,	  mass	  spectrometry,	  Pisum	  sativum,	  Acyrthosiphon	  pisum,	  pea	  aphid	  
resistance.	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3.	  Introduction	  
Pea	   aphid	   (Acyrthosiphon	   pisum	  H.,	  Homoptera:	   Aphididae)	   (PA)	   is	   a	   serious	   pest	   of	  
pea	   crop	   (Pisum	   sativum	   ssp.	   sativum	   L.)	   causing	   large	   yield	   losses	   (Sandström	   and	  
Petterson	  1994,	  Wilkinson	  and	  Douglas	  1998).	  
A.	  pisum	  generally	  feeds	  on	  the	  lower	  surface	  of	  leaflets,	  on	  buds	  and	  pods	  of	  
pea	  plants	  from	  which	  they	  ingest	  phloem	  nutrients.	  Aphid	  stylet	  penetrates	  into	  the	  
epidermis	   and	   is	  moved	   intercellularly	   through	   the	  mesophyll	   until	   it	   can	   reach	   the	  
phloem	   sieve	   elements	   (Tjallingii	   2006,	  Will	   et	   al.	   2009).	   The	   osmotic	   effect	   derived	  
from	   the	   suction	   of	   phloem	   sap	   also	   forces	   the	   pea	   aphid	   to	   suck	   the	   xylem	   sap	   to	  
counter	   it.	   Sieve	   tubes	   are	   very	   sensitive	   to	   damage	   by	   sap-­‐sucking	   insects,	   getting	  
collapsed	  to	  plug	  the	  affected	  tubes	  and	  prevent	  the	  suction.	  Nevertheless,	  pea	  aphids	  
are	  able	  to	  avoid	  plugging	  mechanisms	  by	  covering	  their	  stylet	  with	  saliva,	  so	  that	  the	  
puncture	  wound	  is	  sealed	  immediately	  (Will	  et	  al.	  2007,	  Walling	  2008).	  	  
Hence,	  pea	  aphid	  attack	  is	  responsible	  for	  significant	  yield	  losses	  in	  agriculture	  
due	  to	  the	  weakening	  of	  plants,	  the	  transmission	  of	  viruses	  and	  the	  damages	  caused	  
by	  plant	  responses	  to	  the	  elicitors	  injected	  by	  aphids	  (Guo	  et	  al.	  2012).	  The	  importance	  
of	  pea	  aphid	  as	  pest	  makes	  necessary	  a	  deeply	  study	  about	  the	  plant-­‐insect	  interaction	  
for	   its	   effective	   control.	   A.	   pisum	   has	   a	   broad	   host	   range,	   with	   described	   biotypes	  
affecting	  different	  crop	  genera	  such	  as	  Glycine,	  Medicago,	  Lathyrus,	  Lens,	  Pisum,	  Vicia,	  
etc.	  Resistance	  to	  A.	  pisum	  has	  been	  studied	  in	  many	  crops	  such	  as	  lucerne	  (M.	  sativa	  
L.),	  barrel	  medic	  (M.	  truncatula	  G.),	  pea	  (P.	  sativum	  L.),	  red	  clover	  (Trifolium	  pretense	  
L.),	  greater	  lotus	  (Lotus	  uliginosus	  S.)	  and	  faba	  bean	  (Vicia	  faba	  L.)	  (Soroka	  and	  Mackay	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1990,	  Zeng	  et	  al.	  1993,	  Wilkinson	  et	  al.	  1998,	  McVean	  and	  Dixon	  2002,	  Ferrari	  et	  al.	  
2003,	  Klingler	  et	  al.	  2005,	  2007	  and	  2009,	  Gao	  et	  al.	  2008	  and	  2010,	  Schwartzberg	  et	  
al.	   2011,	  Guo	  et	   al.	   2012).	   In	   the	   case	  of	   pea,	   neither	   genetic	   nor	  molecular	   studies	  
about	   pea	   aphid	   resistance	   have	   yet	   been	   performed.	   So,	   available	   reports	   about	  
resistant	   cultivars	   are	   limited	   and	   based	   on	   aphid	   survival	   and	   development	   among	  
different	  pea	  cultivars	  (Searls	  1932,	  Markkula	  and	  Roukka	  1971,	  Bintcliffe	  and	  Wratten	  
1980,	  Bieri	   et	   al.	   1983,	   Soroka	  and	  Mackay	  1991).	  Nevertheless,	   the	  pathosystem	  A.	  
pisum	  (model	  aphid	  for	  the	  study	  of	  symbiosis,	  development	  and	  host	  specialization)	  -­‐	  
M.	   truncatula	   (model	   legume	   for	   genetic	   and	   biological	   research)	   has	   been	   largely	  
studied	   due	   to	   its	   operability	   as	   model	   system	   for	   the	   study	   of	   the	   genetic	   and	  
molecular	   basis	   of	   aphid	   resistance	   (Klingler	   et	   al.,	   2005,	   2007,	   and	  2009,	  Gao	  et	   al.	  
2008	  and	  2010,	  Guo	  et	  al.	  2009	  and	  2012,	  Stewart	  et	  al.	  2009).	  The	  contribution	  to	  the	  
understanding	   of	   plant	   defence	   against	   sap-­‐sucking	   insects	   has	   tried	   to	   be	  
complemented	   by	   analysing	   the	   profile	   of	   more	   than	   seven	   hundred	   putative	   M.	  
truncatula	  transcription	  factor	  (TF)	  genes	  of	  a	  pair	  of	  susceptible	  and	  resistant	  closely	  
related	   lines	   of	  M.	   truncatula	   versus	   blue	   green	   aphid	   (A.	   kondoi	   S.)	   and	   pea	   aphid	  
infestation	  (Gao	  et	  al.	  2010).	  	  
So	   far,	   plant-­‐aphid	   interaction	   research	   has	   been	   focused	   on	   genetics	   and	  
transcriptomic	  studies	  but	  fewer	  have	  studied	  the	  actual	  protein	  profile	  triggered	  due	  
to	  aphid	  infestation	  (proteomic	  studies)	  (Ferry	  et	  al.	  2011).	  Genes	  encoded	  in	  DNA	  are	  
transcribed	   into	  mRNA	  which	  are	  used	  as	   a	   template	   for	  protein	   synthesis.	  As	   some	  
proteins	   undergo	   post-­‐translational	   modifications	   with	   no	   significant	   change	   at	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transcriptional	  level,	  there	  is	  often	  a	  difference	  between	  the	  responses	  observed	  in	  the	  
transcriptome	  and	  those	  seen	  in	  the	  proteome	  (Yin	  et	  al.	  2012).	  
The	   aim	   of	   this	   study	  was	   to	   provide	   a	   complementary	   proteomic	   approach	   for	   the	  
investigation	   of	   pea	   plant	   defence	   mechanisms	   involved	   during	   sap-­‐sucking	   insect	  
infestation.	   This	   is	   the	   first	   time	   in	   which	   the	   proteome	   of	   two	   pea	   accessions	  
displaying	  different	  phenotypes	  (P.	  sativum	  sp.	  sativum	  cv.	  Messire	  as	  susceptible	  and	  
P.	  sativum	  sp.	  syriacum	  accession	  as	  moderately	  resistant)	  have	  been	  studied	  during	  A.	  
pisum	   infestation.	  For	   that,	  we	  used	   two-­‐dimensional	  electrophoresis	   (2-­‐DE)	  coupled	  
to	   mass	   spectrometry	   (MALDI-­‐TOF/TOF)	   analysis	   to	   compare	   the	   leaf	   proteome	   of	  
both	  pea	  accessions,	  as	  well	  as	  in	  response	  to	  the	  infestation.	  
	  
4.	  Material	  and	  methods	  
Plants	  and	  aphids	  growth	  
Pisum	   sativum	   ssp.	   sativum	   cv.	   Messire	   (Messire)	   and	   Pisum	   sativum	   ssp.	   syriacum	  
(P665)	   accessions	  were	   used	   in	   this	   experiment.	   In	   a	   previous	  work	   (not	   published),	  
the	  response	  of	  several	  Pisum	  spp.	  accessions	  (including	  Messire	  and	  P665)	  to	  A.	  pisum	  
attack	   was	   studied.	   The	   level	   of	   resistance	   ranged	   from	   highly	   susceptible	   to	  
moderately	   resistant	   (incomplete	   resistance),	   showing	   significant	   differences	   among	  
accessions.	   P665	   accession	   showed	   a	   moderate	   resistance	   to	   A.	   pisum,	   whereas	  
Messire	  accession	  was	  found	  highly	  susceptible	  to	  the	  attack.	  
To	   ensure	   germination,	   seeds	   were	   scarified	   and	   transferred	   to	   a	   Petri	   dish	  
lined	   with	   blotting	   paper,	   and	   irrigated	   with	   sterile	   water.	   The	   seeds	   were	   kept	   in	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darkness	   at	   4ºC	   during	   48	   h	   and	   later	   on,	   were	   maintained	   in	   darkness	   at	   room	  
temperature	   (approximately	   20ºC)	   for	   another	   48	   h.	   Germinated	   seedlings	   were	  
sowed	   individually	   in	   plastic	   pots	   containing	   250	   cm3	   of	   1:1	   sand-­‐peat	   mixture.	  
Seedlings	  were	  maintained	  in	  a	  growth	  chamber	  at	  20±2ºC	  and	  65%	  relative	  humidity	  
under	   a	   12	   h	   light/12	   h	   dark	   photoperiod	   with	   light	   intensity	   of	   150	   µmol	   m−2	   s−1	  
photon	  flux	  density	  during	  3	  weeks	  approximately.	  
Pea	   aphids	   used	   in	   this	   study	   were	   from	   an	   asexual,	   parthenogenetic	   strain	  
collected	   from	   field	   infested	   pea	   plants	   at	   Córdoba	   (Spain)	   and	   derived	   from	   single-­‐
aphid	   isolates	   maintained	   in	   a	   growth	   chamber	   at	   20ºC	   with	   12	   h	   light/12	   h	   dark	  
photoperiod	  on	  faba	  bean	  (Vicia	  faba	  L.)	  plants.	  
Aphid	  infestation	  
Thirty	   plants	   per	   accession	   were	   used.	   At	   3-­‐4th	   leaf	   stage	   the	   tips	   of	   15	   plants	   per	  
accession	  were	   infested	  with	  15	   late	   instars/adults	  of	  pea	  aphid	   and	  15	  plants	  were	  
grown	  in	  the	  same	  conditions	  but	  without	  the	  presence	  of	  aphids.	  Fifteen	  aphids	  per	  
infested	   plant	   were	   collected	   from	   faba	   bean	   to	   an	   individual	   eppendorf	   tube	   and	  
transferred	  to	  the	  experimental	  plants	  using	  a	  fine	  paintbrush	  (Kamphius	  et	  al.	  2012).	  
Tips	  were	  covered	   individually	  with	   linen	  mesh	  cages	  supported	  by	  a	  metal	  stick.	  For	  
the	   non-­‐infested	   control	   plants,	   apexes	   were	   caged	   without	   aphids	   and	   were	  
maintained	  in	  the	  same	  environmental	  conditions	  as	  infested	  plants.	  Aphid	  population	  
build-­‐up	   and	   feeding	   and	   the	   feeding	   damage	   on	   plants	   were	   assessed	   at	   24	   hours	  
after	   infestation	   (hai)	   and	   84	   hai,	   using	   the	   rating	   scale	   modified	   from	   Guo	   et	   al.	  
(2012).	   Aphid	   performance	  was	   assessed	   as	   follows:	   1=early	   instar	   nymphs	   present;	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2=early	   and	   late	   instar	  nymphs	  and	  adults	   spread;	  3=high	  density	  of	   aphids	  and	  50–
80%	  of	   the	   tip	  covered	  by	  aphids;	  4=tip	  overwhelmed	  by	  aphids	  with	  >80%	  covered.	  
For	  Plant	  damage	   the	  scale	  was	  as	   follows:	  0=no	  visual	  damage;	  1=slight	   leaflet	  curl,	  
initial	   chlorosis;	   2=chlorosis	   in	   leaflets,	   curling	   leaflets;	   3=	   chlorosis	   and	   initiation	   of	  
wilting;	   4=	  wilting;	   5=	   accused	  wilting	   or	   death.	   Tips	   from	   infested	   and	  non-­‐infested	  
plants	  were	  harvested	  at	  24	  and	  84	  hai,	  frozen	  in	   liquid	  nitrogen	  and	  stored	  at	  -­‐80ºC	  
until	   protein	   extraction.	   For	   the	   proteomic	   analysis	   three	   biological	   replicates	   per	  
condition	  (infested	  and	  non-­‐infested	  plants)	  and	  accession	  were	  used	  at	  each	  sampling	  
time.	  Each	  biological	  replicate	  included	  pooled	  samples	  from	  two	  plants.	  
Protein	  Extraction	  and	  Two-­‐Dimensional	  Gel	  Electrophoresis	  
Samples	   (ca.	  0.5	  g	  of	   shoots	   tip	   fresh	  weight)	   from	  three	   independent	   replicates	  per	  
treatment,	  sampling	  time	  and	  accession	  were	  collected	  in	  a	  2	  ml	  tube	  and	  grounded	  in	  
liquid	  nitrogen	  using	  a	  precooled	  pestle.	  Proteins	  were	  extracted	  according	  to	  the	  TCA-­‐
phenol	  extraction	  protocol	  (Wang	  et	  al.	  2006).	  Following	  overnight	  ammonium	  acetate	  
precipitation,	   the	   pellet	   recovered	   by	   centrifugation	   was	   rinsed	   with	   cold	  methanol	  
and	  acetone,	  dried	  at	   room	  temperature	  and	  resuspended	   in	  100	  µl	  of	   solubilisation	  
buffer	  containing	  7	  M	  Urea	  (Merck),	  2	  M	  Thiourea	  (Sigma	  Aldrich),	  2%	  (W⁄	  V)	  CHAPS	  
(Sigma	   Aldrich),	   2%	   (V⁄V)	   Bio-­‐Lyte	   3–10	   carrier	   ampholytes	   (BioRad),	   2%	   (W⁄V)	   DTT	  
(Sigma	  Aldrich)	   and	   Bromophenol	   blue	   traces	   (Sigma	  Aldrich).	   Protein	   concentration	  
was	  determined	  by	  Bradford	  assay	  (BioRad)	  and	  samples	  were	  stored	  at	  −20	  °C	  before	  
electrophoresis.	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IPG	   DryStrips	   (Amersham	   Biosciences)	   18	   cm,	   pH	   3–10	   non-­‐linear	   gradients	  
were	  used.	  Strips	  were	  passively	  rehydrated	  for	  6	  h	  and	  actively	  (50	  V)	  for	  6	  h	  with	  300	  
µL	  of	  sample	  buffer,	  containing	  150	  µg	  protein.	  Strips	  were	  loaded	  onto	  a	  PROTEAN	  IEF	  
System	  (BioRad)	  and	  focused	  at	  20°C	  with	  increasing	  linear	  voltage:	  1	  h	  at	  500	  V,	  1	  h	  at	  
1000	  V,	  1	  h	  at	  8000	  V	  and	  8000	  V	  until	  reaching	  50000	  Vh.	  IEF	  strips	  were	  equilibrated	  
by	  soaking	  first	  for	  15	  min	  in	  375	  mM	  Tris–HCl	  buffer	  pH	  8.8,	  6	  M	  Urea,	  2%	  SDS,	  20%	  
glycerol	   solution	   containing	   2%	   DTT	   and	   then	   for	   15	   min	   in	   the	   same	   solution	  
containing	  2.5%	  iodoacetamide	  instead	  of	  DTT.	  	  
Strips	   were	   then	   transferred	   onto	   vertical	   slab	   12%	   SDS-­‐polyacrylamide	   gels	  
and	  electrophoresis	  was	   run	   at	   15	   °C	   and	  30	  V	  during	   30	  min,	   and	   then	   at	   60	  V	   for	  
about	  14	  h	  until	  the	  dye	  front	  reached	  the	  bottom	  of	  the	  gel.	  Broad	  molecular	  range	  
markers	   (Bio-­‐Rad)	   containing	   myosin	   (200	   kDa),	   b-­‐galactosidase	   (116.25	   kDa),	  
phosphorylase	  b	  (97.4	  kDa),	  serum	  albumin	  (66.2	  kDa),	  ovoalbumin	  (45	  kDa),	  carbonic	  
anhydrase	  (31	  kDa),	  trypsin	  inhibitor	  (21.5	  kDa),	  lysozyme	  (14.4	  kDa)	  and	  aprotinin	  (6.5	  
kDa)	  were	   loaded	   beside	   the	   strip.	  Gels	  were	   fixed	  with	  methanol:	   acetic	   acid	   (10:7	  
V⁄V)	   solution	   30	   min,	   covered	   with	   Sypro	   Ruby	   stained	   overnight	   and	   rinsed	   in	  
methanol:	  acetic	  (10:7	  V⁄V)	  acid	  for	  30	  min.	  
Image	  acquisition	  and	  statistical	  analysis	  of	  dataset	  
Gel	   images	  were	  obtained	  with	  a	  Molecular	   imager	  FX	  Pro	  Plus	  Multi-­‐imager	   system	  
(Bio-­‐Rad),	   using	   532	   nm	   laser	   and	   555	   nm	   LP	   emission	   filter	   and	   analysed	  with	   the	  
PDQuest	  Advanced	  version	  8.0.1	  software	   (Bio-­‐Rad)	  using	  a	  10-­‐fold	  over	  background	  
as	  minimum	  criteria	   for	  spot	  presence/absence.	  Normalized	  spot	  volumes	   (individual	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spot	  intensity/normalization	  factor)	  calculated	  for	  each	  gel	  based	  on	  total	  quantity	   in	  
valid	  spots	  were	  determined	  for	  each	  spot,	  being	  these	  values	  used	  to	  designate	  the	  
possible	   differences	   when	   images	   were	   compared.	   For	   further	   MS	   analysis	   those	  
proteins	   with	   more	   than	   two	   abundance	   level	   changes,	   high	   statistical	   significance	  
(P<0.05)	  and	  presence	  in	  all	  replicates	  were	  selected.	  
For	  statistical	  treatments	  and	  cluster	  analysis	  of	  protein	  abundance	  values,	  the	  
web-­‐based	   software	   NIA	   array	   analysis	   tool	   was	   used	   (Sharov	   et	   al.	   2005).	   After	  
uploading	   the	   data	   table	   (Supplementary	   Material	   Table	   S1)	   and	   indication	   of	  
biological	  replications,	  the	  data	  were	  statistically	  analysed	  using	  the	  following	  settings:	  
error	  model	  “max	  (average,	  actual)”,	  0.01	  proportion	  of	  highest	  variance	  values	  to	  be	  
removed	  before	  variance	  averaging,	  10°	  of	  freedom	  for	  the	  Bayesian	  error	  model,	  0.05	  
FDR	  threshold,	  and	  zero	  permutations.	  First,	  hierarchical	  clustering	  was	  performed	  to	  
check	  the	  entire	  data	  set	  and	  the	  results	  were	  represented	  in	  dendrograms	  using	  the	  
cluster	  function	  of	  the	  software.	  Second,	  the	  entire	  data	  set	  was	  analysed	  by	  PCA	  using	  
the	   following	   settings:	   covariance	   matrix	   type,	   three	   principal	   components,	   2-­‐fold	  
change	  threshold	  for	  clusters,	  and	  0.4	  correlation	  thresholds	  for	  clusters.	  PCA	  results	  
were	   represented	   as	   a	   biplot,	   with	   proteins	   more	   abundant	   in	   those	   experimental	  
situations	   located	   in	   the	   same	  area	  of	   the	  graph.	  Protein	   spots	  data	   for	   this	  analysis	  
were	   recorded	   in	   Supplementary	  Material	   Table	   S2.	   Third,	   pairwise	   comparisons	   of	  
protein	  spot	  mean	  abundance	  values	  were	  performed	  with	  the	  software	  tool	  using	  the	  
following	  settings:	  0.05	  FDR,	  2-­‐fold	  change	  threshold.	  Fourth,	  histograms	  representing	  
log	  average	  protein	  spot	  values	  were	  downloaded	  using	  the	  software	  (Fig.	  S1).	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Mass	  spectrometry	  analysis	  and	  database	  searching	  
Protein	   spots	   were	   automatically	   excised	   from	   gels	   using	   an	   Investigator	   ProPic	  
(Genomic	  Solutions)	  station	  and	  the	  digestion	  protocol	  used	  was	  that	  of	  Shevchenko	  et	  
al.	  (1996)	  with	  minor	  variations.	  Gel	  plugs	  were	  destained	  by	  incubation	  (twice	  for	  30	  
min)	  with	  a	  solution	  containing	  200mM	  ammonium	  bicarbonate	  in	  40%	  acetonitrile	  at	  
37◦C,	  being	  then	  subjected	  to	  three	  consecutive	  dehydration/rehydration	  cycles	  with	  
pure	  acetonitrile	  and	  25	  mM	  ammonium	  bicarbonate	  in	  40%	  acetonitrile,	  respectively,	  
and	   finally	   dried	   at	   room	   temperature	   for	   10	   min.	   Then,	   20	   µL	   of	   trypsin,	   at	   a	  
concentration	  of	  12.5	  ng	  µL−1	  in	  25	  mM	  ammonium	  bicarbonate	  was	  added	  to	  the	  dry	  
gel	  pieces	  and	   the	  digestion	  proceeded	  at	  37°C	   for	  12	  h.	  Digestion	  was	   stopped	  and	  
peptides	  were	  extracted	  from	  gel	  plugs	  by	  adding	  10	  µL	  of	  1%	  (v/v)	  trifluoracetic	  acid	  
(TFA)	  and	  incubating	  for	  15	  min.	  Peptide	  fragments	  from	  digested	  proteins	  were	  then	  
crystallised	  with	  α-­‐cyano-­‐4-­‐hydroxycinnamic	  acid	  as	  a	  matrix	  and	  subjected	  to	  MALDI-­‐
TOF/TOF	   (4800	  Proteomics	  Analyzer,	  Applied	  Biosystems,	   Foster	  City,	  CA,	  USA)	  mass	  
spectrometer	   in	   the	   m/z	   range	   800–4000,	   with	   an	   accelerating	   voltage	   of	   20	   kV.	  
Spectra	   were	   internally	   calibrated	   with	   peptides	   from	   trypsin	   autolysis	   (M	   +	   H+	   =	  
842.509,	   M	   +	   H+	   =	   2211.104).	   The	   five	   most	   abundant	   peptide	   ions	   were	   then	  
subjected	   to	   fragmentation	   analysis,	   providing	   information	   that	   can	   be	   used	   to	  
determine	  the	  peptide	  sequence.	  
A	  combined	  peptide	  mass	  fingerprinting	  (PMF)	  tandem	  mass	  spectrometry	  (MS	  
plus	   MSMS)	   search	   was	   performed	   using	   GPS	   ExplorerTM	   software	   v.	   3.5	   (Applied	  
Biosystems)	   over	   nonredundant	   NCBInr	   database	   using	   the	   MASCOTsearch	   engine	  
(Matrix	   Science,	   London;	   http://www.matrixscience.com).	   The	   following	   parameters	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were	   allowed:	   taxonomy	   restrictions	   to	   Viridiplantae,	   a	   minimum	   of	   four	   peptides	  
matches,	   a	   maximum	   of	   one	   miscleavage	   and	   peptide	   modifications	   by	  
carbamidomethylcysteine	   and	   methionine	   oxidation	   were	   accepted.	   The	   maximum	  
tolerance	   for	   peptide	  mass	  matching	  was	   limited	   to	   20	   ppm.	   The	   confidence	   in	   the	  
PMF	  matches	  was	  based	  on	  the	  score	  level	  and	  confirmed	  by	  the	  accurate	  overlapping	  
of	  the	  matched	  peptides	  with	  the	  major	  peaks	  of	  the	  mass	  spectrum.	  For	  a	  functional	  
characterization	   of	   putative	   and	   predicted	   proteins	   of	   unknown	   function,	   we	   have	  
used	   BLAST	   to	   find	   entries	   in	   organisms	   phylogenetically	   related	   by	   sequence	  
similarity.	  The	  MALDI-­‐TOF	  analysis	  was	  carried	  out	  in	  the	  UCO-­‐SCAI	  proteomics	  facility,	  
a	  member	  of	  Carlos	  III	  Networked	  Proteomics	  Platform,	  ProteoRed-­‐ISCIII.	  
	  
5.	  Results	  
Plant	  symptoms	  evaluation	  
Using	  the	  rating	  scale	  modified	  from	  Guo	  et	  al.	  (2012)	  aphids	  population	  build-­‐up	  and	  
feeding	  (Aphid	  performance)	  as	  well	  as	  feeding	  damage	  on	  plants	  (Plant	  damage)	  were	  
assessed	   at	   24	   hai	   and	   84	   hai	   (Table	   1).	  Apexes	   collected	   from	   infested	   accessions	  
were	  verified	  as	  having	  symptoms,	  which	  began	  to	  appear	  visible	  at	  the	  late	  sampling	  
time	   (84hai)	   in	   the	  susceptible	  Messire,	  while	  no	  visible	  symptoms	  were	  observed	   in	  
the	   resistant	   accession	   P665	   at	   this	   time	   point	   (Fig.	   1).	   Proliferation	   of	   aphids	   was	  
observed	  in	  both	  accessions,	  noting	  a	  higher	  number	  of	  nymphs	  on	  Messire	  tips	  than	  
in	  P665	  (Table	  1).	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Figure	   1.	   Pea	   aphid	  performance	   and	  plant	   damage	   at	   24	   and	  84hai	   on	  both	  pea	   accessions	   studied:	  
resistant	  P665	  non-­‐infested	  (control)	   (A);	   infested	  24hai	   (B)	  and	  84hai	   (C);	  susceptible	  cv.	  Messire	  non	  
infested	  (D),	  infested	  24hai	  (E)	  and	  84hai	  (F).	  
	  
	  
Table	  1.	  Response	  to	  Acyrthosiphon	  pisum	  infestation	  in	  the	  pea	  accessions	  studieda	  
	   24hai	   84hai	  
Accessions	   Aphid	  performanceb	   Plant	  damagec	   Aphid	  performanceb	   Plant	  damagec	  
Messire	   1	   0	   2	   1	  
P665	   1	   0	   1*	   0*	  
a	  Values	  are	  mean	  of	  three	  independent	  replicates.	  	  
b	  Aphid	  performance	  assessment	   in	  apical	  meristems	  was	  based	   in	   the	   following	   rating	  scale;	  1=	  early	  
instar	   nymphs	   present;	   2=	   early	   and	   late	   instar	   nymphs	   and	   adults	   spread;	   3=	   high	   density	   of	   adult	  
aphids	  and	  50–80%	  of	  the	  apex	  covered	  with	  aphids;	  4=	  apex	  overwhelmed	  by	  adult	  aphids	  with	  >80%	  
covered	  (modified	  from	  Guo	  et	  al.,	  2012).	  	  
c	   Plant	   damage	   on	   plants	   assessment	  was	   based	   in	   the	   following	   scale:	   0=no	   visual	   damage;	   1=slight	  
leaflet	  curl,	  initial	  chlorosis;	  2=chlorosis	  in	  leaflets,	  curling	  leaflets;	  3=	  chlorosis	  and	  initiation	  of	  wilting;	  
4=	  wilting;	  5=	  accused	  wilting	  or	  death	  (modified	  from	  Guo	  et	  al.	  2012).	  	  
*Values	  significantly	  different	  between	  accessions	  (P<0.05,	  LSD	  test).	  
	  
A)	   B)	   C)	  
D)	   E)	   F)	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Two-­‐Dimensional	  Gel	  Electrophoresis	  and	  Image	  Analysis	  	  
Proteins	   extracted	   were	   2-­‐DE	   resolved	   using	   a	   3	   to	   10	   non-­‐linear	   pH	   gradient.	   As	  
determined	  following	  the	  Sypro	  Ruby	  staining	  of	  the	  gels	  and	  the	  use	  of	  the	  PDQuest	  
software,	  an	  average	  of	  411±132	  individual	  protein	  spots	  were	  resolved.	  To	   illustrate	  
this,	  Fig.	  2	  shows	  the	  protein	  spots	  resolved	  on	  a	  virtual	  gel	  (a)	  and	  a	  real	  gel	  (b).	  Fig.	  
2c	   shows	  four	  differential	  spots	   (SSPs	  2701,	  2810,	  3404	  and	  3405)	  on	  real	  gels.	  After	  
normalization	   of	   protein	   spot	   images	   and	   manual	   verification,	   the	   analysis	   of	   the	  
protein	   profile	   across	   the	   three	   replicates	   of	   both	   accessions	   (Messire	   vs.	   P665),	  
treatments	   (control	  vs.	   infested),	   and	   sampling	   times	   (24	  vs.	  84	  hai)	   revealed	  a	  high	  
reproducibility	   among	   the	   replicates	   from	   the	   same	   accession/treatment/sampling	  
time,	   and	   qualitative	   (presence/absence)	   as	   well	   as	   quantitative	   differences	   were	  
determined.	   The	   following	   criteria	   were	   used	   to	   consider	   a	   spot	   as	   variable:	   (1)	  
consistently	   present	   or	   absent	   in	   all	   three	   replicates;	   (2)	   display	   accessions	   or	  
treatment	   ratios	   differing	   at	   least	   2	   fold;	   (3)	   differences	   statistically	   significant	   (P≤	  
0.05)	   between	   accessions	   or	   treatments.	   Accordingly,	   203	   spots	   revealed	   significant	  
variations	   among	   accession/treatment/sampling	   time.	   Table	   2	   summarizes	   the	  
features	  of	  the	  experiment.	  
Qualitative	  changes	  between	  the	  studied	  conditions	  have	  been	  represented	  in	  
Venndiagrams	   (Fig.	   S1).	   Differences	   in	   common	   and	   unique	   constitutive	   proteins	  
between	   accessions	   (Messire	   control	   vs	   P665	   control)	   were	   greater	   at	   the	   earlier	  
(24hai)	   than	   at	   the	   late	   time	   point	   (84hai)	   (Fig.	   S1a	   and	   S1b).	   In	   response	   to	   the	  
infestation	   a	   higher	   number	   of	   unique	   proteins	   were	   observed	   in	   the	   susceptible	  
accession.	  However,	  we	  observed	  the	  opposite	  in	  the	  resistant	  one	  (Fig.	  S1c	  and	  S1d).	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Furthermore,	  is	  important	  to	  note	  that	  the	  main	  differences	  found	  for	  both,	  common	  
and	  unique,	  protein	  spots	  profiles	  were	  observed	  at	   the	  early	   time	  response	   (24hai).	  
Quantitative	   up-­‐accumulated	   proteins	   were	   also	   represented	   (Fig.	   S1e	   to	   S1h).	   It	   is	  
also	   interesting	   to	   note	   that	   comparing	   control	   accessions,	   both	   showed	   a	   similar	  
number	  of	  proteins	   (Fig.	  S1e).	  However,	  when	  we	  compared	   the	   infested	  accessions	  
we	  observed	  different	  number	  of	  up-­‐accumulated	  proteins,	  being	  this	  number	  higher	  
in	  Messire	  than	  in	  P665	  accession	  (Fig.	  S1f).	  After	  infestation	  we	  observed	  that,	  as	  for	  
unique	   proteins,	   the	   number	   of	   up-­‐accumulated	   proteins	   increased	   in	   susceptible	  
infested	  plants	  but	  decreased	  in	  the	  infested	  resistant	  (Fig.	  S1g	  and	  S1h).	  
	  
Table	  2.	  Summary	  of	  the	  features	  of	  two-­‐dimensional	  experiment.	  
Features	   Number	  of	  protein	  spots	  
Average	  of	  total	  spots	  detected	  by	  two-­‐dimensional	  gel	  
electrophoresis	  gel	  Sypro	  Ruby	  stained	  
411±132	  	  
	  
Differential	  protein	  spots/identified	  a	  
	  
Total	   203	  (49%	  of	  detected	  spots)/81	  
Between	  accessions	  (Messire	  vs	  P665)	   	  
• non-­‐infested	  accessions	   192/64	  
• infested	  accessions	  	   187/51	  
	  
In	  response	  to	  pea	  aphid	  infestation:	  
	  
• Messire	  accession	   138/43	  
• P665	  accession	   71/26	  
aThe	   203	   differential	   proteins	   were	   selected	   using	   the	   PDQuest	   (Bio-­‐Rad)	   software	   and	   statistically	  
176analysed	  by	  the	  NIA	  array	  analysis	  software	  to	  be	  subjected	  to	  MALDI-­‐TOF/TOF	  mass	  spectrometry	  
analysis.	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Statistical	  and	  Expression	  Cluster	  Analysis	  
The	   whole	   protein	   data	   set	   was	   analysed	   using	   the	   web-­‐based	   NIA	   array	   analysis	  
software	   tool	   (Sharov	   et	   al.	   2005),	   which	   uses	   analysis	   of	   variance	   (ANOVA)	   for	  
statistical	  analysis	  of	  a	   large	  data	  set	  with	  multiple	  variables	  and	  subjects.	  Expression	  
cluster	   analysis	   can	   be	   performed	   by	   a	   variety	   of	   methods	   including	   principal	  
component	   analysis	   (PCA),	   obtaining	   a	   more	   accurate	   grouping	   of	   samples	   and	  
determining	  the	  most	  discriminant	  spots.	  The	  hierarchical	  clustering	  for	  each	  sampling	  
time	  revealed	  that	  experimental	  conditions	  could	  be	  divided	  into	  two	  clusters	  in	  which	  
the	   susceptible	   accession	  Messire	   was	   clustered	   separately	   from	   the	   resistant	   P665	  
(Fig.	   3a	   and	   3b),	   thereby	   showing	   that	   protein	   profiles	   between	   treatments	   of	   the	  
same	   accession	   are	   similar	   and	   slightly	   different	   from	   those	   shown	   by	   the	   other	  
accession.	  At	  24hai,	  the	  expression	  profiles	  of	  Messire	  treatments	  (control	  vs.	  infested)	  
were	  closer	  than	  the	  expression	  profiles	  of	  P665	  treatments,	  while	  at	  84hai	  we	  found	  
the	  opposite	  trend.	  The	  degree	  of	  protein	  abundance	  changed	  within	  a	  specific	  PC	  was	  
measured	  by	  the	  slope	  of	  regression	  of	  log-­‐transformed	  protein	  abundance	  versus	  the	  
corresponding	   eigenvector	  multiplied	   by	   the	   range	   of	   values	   within	   the	   eigenvector	  
(Sharov	  et	  al.	  2005).	  The	  protein	  data	  set	  of	  each	  sampling	  time	  was	  analysed	  by	  PCA,	  
thus	   the	   first	   three	  components	  accounted	   for	  99.99%	  of	   the	  biological	   variability	  of	  
each	  spot	  data	  set	  at	  24	  and	  84	  hai	  (Fig.	  3c	  and	  3d).	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A) B) 	  
C)	   D) 	  
E) 	   	   	  
F) 	   	   	  
Figure	  3.	   Statistical	  protein	  abundance	  cluster	  analysis	  of	  Messire	   (M)	  and	  P665	   (P)	  accessions	  during	  
control	   (C)	  and	   infested	   (I)	   conditions	  at	  24hai	   (24)	  and	  84hai	   (84),	  using	   the	  ANOVA-­‐based	  NIA	  array	  
analysis	  tool	  (Sharov	  et	  al.	  2005).	  Dendrograms	  shows	  hierarchical	  clustering	  of	  experimental	  conditions	  
at	   24	   hai	   (A)	   and	   at	   84	   hai	   (B).	   Two-­‐dimensional	   biplot	   showing	   associations	   between	   experimental	  
samples	  and	  protein	  spots	  generated	  by	  principal	  component	  analysis	  (PCA)	  at	  24	  hai	  (C)	  and	  at	  84	  hai	  
(D).	   Samples	   (left)	   and	   protein	   spots	   (right)	  were	   plotted	   in	   the	   first	   two	   components	   space.	   A	   short	  
distance	   between	   samples	   and	   protein	   spots	   in	   the	   component	   space	   is	   indicative	   of	   similarity	   in	  
abundance	  profiles.	  Protein	  spot	  abundance	  clustering	  based	  on	  PCA	  at	  24	  hai	  (E)	  and	  at	  84	  hai	  (F).	  For	  
each	  PC,	  two	  clusters	  of	  proteins	  were	  identified	  that	  were	  positively	  and	  negatively	  correlated	  with	  the	  
PC.	  Protein	  clustering	  was	  performed	  sequentially	  starting	  from	  the	  first	  PC.	  Proteins	  that	  were	  already	  
clustered	  with	  a	  PC	  were	  not	  included	  in	  the	  clusters	  associated	  with	  subsequent	  PCs.	  Protein	  spots	  in	  
this	  analysis	  are	  recorded	  in	  the	  Supplementary	  Material	  Table	  S2.	  
PC2 (26%)	  
PC3 (13%)	  
PC1 (71%)	  
PC3 (10%)	  
PC2 (20%)	  
PC1 (60%)	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Protein	  identification	  and	  abundance	  pattern	  analysis	  
All	   the	   203	   differential	   protein	   spots	   were	   subjected	   to	   MALDI-­‐TOF/TOF	   mass	  
spectrometry	  analysis,	  and	  the	  MS	  spectra	  was	  used	  to	  screen	  a	  Viridiplantae	  index	  of	  
the	   nonredundant	   NCBI	   database,	   of	   which	   81	   protein	   spots	   resulted	   successfully	  
identified	   with	   a	   high	   probability	   score	   (Table	   3).	   A	   38%	   of	   the	   identified	   proteins	  
matched	   to	  P.	   sativum	   proteins	   and	  a	   total	   of	   59%	  belonged	   to	   legume	   species.	   For	  
those	   proteins	   that	   gave	   unknown	   function	   or	   not	  matched	  with	  P.	   sativum	   a	   Blast	  
comparison	  analysis	  was	  performed	  against	  UniProt	  database,	  improving	  our	  results	  in	  
a	  37%	  of	  identifications	  and	  matching	  most	  of	  them	  with	  P.	  sativum	  or	  M.	  truncatula	  
spp.	  
Proteins	   identified	  were	  classified	   in	   the	   following	  main	   functional	  categories:	  
nucleotide	  and	  amino	  acid	  metabolism,	  carbohydrate	  metabolism,	  energy	  metabolism,	  
photosynthesis,	   metabolism	   of	   cofactors	   and	   vitamins,	   folding	   and	   degradation,	  
defence	  and	  stress	   response,	   signal	   transduction	  and	   transcription/translation	   (Table	  
3).	  The	  2-­‐DE	  profile	  of	  the	  leaflet	  tissue	  was	  dominated	  by	  nucleotide	  and	  amino	  acid	  
biosynthesis	   (18.5%),	   photosynthesis	   (13.6%),	   carbohydrate	   metabolism	   (13.6%),	  
transcription/translation	  (11.1%),	  defence	  and	  stress	  response	  (7.4%),	  and	  folding	  and	  
degradation	   (6.2%).	   Other	   minor	   categories	   were:	   metabolism	   of	   cofactors	   and	  
vitamins	   (4.9%),	   signal	   transduction	   (4.9%)	  and	  energy	  metabolism	   (3.7%).	  A	   total	  of	  
90%	  of	  identified	  proteins	  could	  be	  assigned	  a	  known	  function.	  The	  proteins	  identified	  
are	   listed	   in	   Table	   3,	   including	   the	   number	   of	   peptides	   that	   hit	   protein	   and	   the	  
sequence	  coverage,	  as	  an	   indication	  of	  the	  confidence	   in	  their	   identification.	   In	  most	  
cases,	  similar	  experimental	  and	  theoretical	  Mr/pI	  values	  were	  obtained.	  In	  those	  cases	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in	   which	   differences	   between	   theoretical	   and	   observed	  Mr/pI	   were	   detected,	   post-­‐
transcriptional	  modifications,	  different	  members	  of	   the	  same	  functional	   family	   (small	  
shift	   in	   the	   pI),	   or	   degradation	   products	   (significant	   differences	   between	   theoretical	  
and	   observed	  Mr	   values)	   can	   be	   attributed.	   Six	   proteins	  were	   represented	   by	  more	  
than	   one	   spot	   with	   slightly	   different	  Mr	   and	   pI	   values:	   Heat	   shock	   70	   kDa	   protein,	  
gi|585272	   (SSPs	   2703	   and	   2712);	   hypothetical	   protein	   SORBIDRAFT_06g028450,	  
gi|242074314	   (SSPs	  3204	  and	  4208);	  ATP	   synthase	  CF1	  alpha	   subunit,	   gi|295137014	  
(SSPs	  4503	  and	  4601);	  NADP-­‐dependent	  isocitrate	  dehydrogenase,	  gi|44921641	  (SSPs	  
5405	  and	  6412);	  vitamin	  B-­‐12-­‐independent	  methionine	  synthase,	  gi|121053772	  (SSPs	  
6807	   and	   6812);	   and	   Chain	   A,	   the	   X-­‐Ray	   crystallographic	   structure	   of	   beta	   carbonic	  
anhydrase,	  gi|8569250	  (SSPs	  6104	  and	  7101)	  (Table	  3).	  	  
Supplementary	   Fig.	   S2	   shows	   the	   mean	   log	   abundance	   intensities	   for	   all	   81	  
protein	  spots	  identified.	  We	  can	  appreciate	  associations	  with	  protein	  spot	  abundance	  
patterns	   in	  the	  majority	  of	  the	   identified	  proteins.	  The	  different	  expression	  dynamics	  
of	  each	  identified	  protein	  can	  be	  distinguished	  in	  the	  hierarchical	  clustering-­‐heat	  map	  
of	   the	  differentially	   regulated	  proteins	   identified	   in	   this	   study	   (Fig.	  4).	   The	  heat	  map	  
representation	   shows	   the	   protein	   value	   according	   to	   the	   level	   of	   normalized	  
experiments	   that	   are	   indicated	   from	   -­‐6.07	   (minimum	   positive	   expression;	   green	  
colour)	   to	   6.07	   (maximum	   positive	   expression;	   red	   colour)	   (black	   indicates	   zero	  
expression).	  This	  yielded	  two	  heterogeneous	  main	  clusters,	  the	  first	  one	  (upper	  part,	  I)	  
divided	  into	  two	  groups	  including	  proteins	  constitutively	  more	  abundant	  in	  P665	  at	  24	  
hai	  belonging	  to	  amino	  acids	  metabolism,	  carbohydrates,	  cofactors	  and	  transcription,	  
as	   well	   as	   proteins	   decreased	   in	   infested	   P665	   plants	   at	   84hai,	   these	   belonging	   to	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energy,	   carbohydrate	   and	   amino	   acid	   metabolism	   and	   photosynthesis.	   The	   second	  
main	   cluster	   (lower	  part,	   II)	  was	  divided	   in	   seven	  groups	  of	  proteins.	   The	   first	   group	  
showed	  proteins	  increased	  in	  infested	  P665	  plants	  at	  84	  hai,	  comprising	  carbohydrate	  
metabolism,	  photosynthesis,	  stress-­‐related	  and	  translation.	  The	  second	  group	  showed	  
proteins	  increased	  in	  infested	  Messire	  plants	  at	  24	  hai,	  belonging	  to	  amino	  acid,	   lipid	  
and	  carbohydrate	  metabolism,	  signal	  transduction,	  photosynthesis	  and	  transport.	  The	  
third	   group	   corresponded	   to	   proteins	   decreased	   in	   both	   accessions	   in	   response	   to	  
infestation	   at	   24	   hai,	   belonging	   to	   transcription/translation	   and	   cell	   wall	  
biogenesis/degradation.	   The	   fourth	   group	   showed	   proteins	   constitutively	   more	  
abundant	   in	  P665	  and	  decreased	  in	  response	  to	   infestation	  at	  84hai,	  which	  belonged	  
to	  amino	  acid	  metabolism	  and	  stress	  categories.	  The	  fifth	  group	  represented	  proteins	  
constitutively	   less	   abundant	   in	   P665	   at	   84hai	   and	   decreased	   in	   both	   infested	  
accessions	   at	   this	   time,	   which	   belonged	   to	   amino	   acid	   metabolism,	   folding	   and	  
degradation,	   photosynthesis	   and	   transcription/translation.	   The	   sixth	   group	   showed	  
proteins	  constitutively	  more	  abundant	   in	  P665	  at	  84hai	  belonging	   to	  amino	  acid	  and	  
cofactors	  metabolism,	   signal	   transduction	  and	   stress-­‐related	   category.	   Finally,	   in	   this	  
last	   group	   we	   distinguished	   a	   subset	   that	   showed	   proteins	   constitutively	   more	  
abundant	  in	  P665	  at	  84hai	  and	  increased	  in	  Messire	  infested	  at	  the	  same	  time,	  which	  
corresponded	  to	  photosynthesis,	  energy,	  carbohydrate	  and	  vitamins	  metabolism,	  and	  
folding.	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Figure	   4	   Hierarchical	   clustering	   of	   the	   differentially	   regulated	   proteins	   identified.	   A	   heat	   map	  
representation	  shows	  the	  protein	  value	  according	  to	  the	  level	  of	  normalized	  experiments.	  Bar	  color	  is	  a	  
scale	   spanning	   -­‐6.07	   (decrease,	   green	   color)	   to	   6.07	   (increase,	   red	   color);	   black	   indicates	   zero	  
expression.	   Leaflets	   were	   sampled	   from	  Messire	   (M)	   and	   P665	   (P)	   accessions	   during	   control	   (C)	   and	  
infested	  (I)	  conditions	  at	  24hai	  (24)	  and	  84	  hai	  (84).	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   In	   summary,	   we	   found	   192	   proteins	   showing	   differences	   when	   non-­‐infested	  
accessions	   were	   compared	   (Table	   2),	   64	   of	   which	   were	   identified	   after	   mass	  
spectrometry	   analysis	   (Table	   3).	   After	   infestation	   a	   total	   of	   138	   proteins	   showed	  
significant	   differences	   in	   Messire	   and	   71	   in	   P665	   plants,	   of	   which	   43	   and	   26	   were	  
identified,	   respectively.	   Comparing	   both	   infested	   accessions	   187	   proteins	   showed	  
significant	  differences,	  51	  of	  which	  were	  identified.	  
	  
6.	  Discussion	  
Plant-­‐aphid	  interaction	  is	  responsible	  for	  several	  damages	  (wounds,	  sap	  sucking,	  virus	  
contamination)	   that	   result	   in	   large	   yield	   losses	   (depletion	   of	   photoassimilates,	  
manipulation	   of	   plant	   growth,	   nutrient	   partitioning,	   disease	   development),	   which	  
suppose	  a	  significant	  impact	  in	  agriculture.	  In	  this	  way,	  the	  identification	  of	  pathways	  
involved	   in	   the	   limitation	   of	   aphid	   infestation	   and	   the	   factors	   that	   regulate	   the	  
resistance	  to	  aphid	  attack	  are	  important	  tools	  to	  overcome	  the	  plant	  susceptibility.	  
Prior	  pea	  resistance	  studies	  to	  A.	  pisum	  infestation	  ranged	  from	  screening	  pea	  
cultivars	  (Searls	  1932,	  Markkula	  and	  Roukka	  1971,	  Bintcliffe	  and	  Wratten	  1980,	  Bieri	  et	  
al.	  1983,	  Soroka	  and	  Mackay	  1991,	  Ali	  et	  al.	  2005)	  to	  assess	  the	  mechanisms	  involved	  
in	  resistance	  to	  pea	  aphid	  attack.	  No	  complete	  resistance	  has	  been	  reported	  so	  far,	  but	  
different	   levels	   of	   moderately	   incomplete	   resistance	   are	   available	   (Laughlin	   1965,	  
Markkula	   and	   Roukka	   1971,	   Newman	   and	   Pimentel	   1974,	   Campbell	   and	   Mackauer	  
1977,	  Leather	  and	  Dixon	  1984,	  Ellsbury	  et	  al.	  1985,	  Holt	  and	  Wratten	  1986,	  Ali	  et	  al.	  
2005).	  To	  our	  knowledge	   this	   is	   the	   first	  comparative	  study	   in	  which	  accessions	  with	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differential	  response	  (moderately	  resistant	  and	  susceptible)	  to	  pea	  aphid	  are	  described	  
at	  macroscopic	  and	  molecular	  level.	  In	  order	  to	  increase	  our	  current	  knowledge	  about	  
the	   mechanisms	   involved	   in	   resistance,	   the	   tip	   proteome	   of	   these	   two	   Pisum	  
accessions	  were	   analysed	   in	   non	   infested	   (control)	   and	   infested	  plants	   at	   24	   and	   84	  
hours	  after	  infestation.	  
In	   a	   previous	   screening	  work	   (data	   not	   published)	   a	   germplasm	   collection	   of	  
cultivated	   and	   wild	   Pisum	   accessions	   was	   assessed	   for	   their	   response	   to	   A.	   pisum	  
infestation	  in	  a	  time	  course	  of	  eighteen	  days	  in	  which	  aphids	  were	  allowed	  to	  feed	  and	  
move	   freely	  among	  plants.	  Such	  collection	  was	  studied	  previously	   for	   resistance	   to	  a	  
number	  of	  pathogens	  such	  as	  Erysiphe	  pisi	  (Fondevilla	  et	  al.	  2007),	  Didymella	  pinodes	  
(Fondevilla	   et	   al.	   2005),	  Orobanche	   crenata	   (Rubiales	   et	   al.	   2005)	  and	  Uromyces	   pisi	  
(Barilli	  et	  al.	  2009).	  The	  pea	  aphid	  screening	  results	  revealed	  significant	  differences	  in	  
resistance	  among	  accessions,	  so	  P.	  sativum	  sp.	  sativum	  cv.	  Messire	  (Messire)	  behaved	  
as	  susceptible	  (high	  aphid	  performance	  and	  severe	  damage	  of	  plants)	  while	  P.	  sativum	  
ssp.	   syriacum	   (P665)	   presented	   a	   moderate	   level	   of	   resistance,	   showing	   a	   smaller	  
AUDPC	  (Area	  Under	  Disease	  Progress	  Curve)	  for	  aphid	  performance	  and	  plant	  damage	  
(slower	   and	   fewer	   rate	   of	   aphids	   and	   less	   severe	   damage)	   than	   Messire.	   It	   is	  
interesting	  to	  note	  that	  pea	  tip	  leaves	  were	  the	  plant	  tissues	  in	  which	  pea	  aphids	  had	  
the	   highest	   proliferation	   and	   severe	   symptoms	   clearly	   appeared.	   This	   is	   coincident	  
with	  the	  performance	  of	  other	  aphid	  species,	  such	  as	  Diuraphis	  noxia	  (M.)	  (Macedo	  et	  
al.	  2003),	  that	  feed	  within	  the	  leaf	  whorl	  and	  on	  new	  leaves	  (strong	  sinks	  for	  phloem-­‐
mobile	  mineral	  nutrients,	  amino	  compounds	  and	  carbohydrates).	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With	   the	   aim	   of	   identifying	   different	   pea	   resistance	   mechanisms	   operating	  
during	  A.	  pisum	   infestation	  our	  proteomic	  study	  was	  performed	  on	  pea	  tips	  collected	  
at	  two	  time	  points	  (24	  and	  48	  hai).	  24	  hai,	  was	  selected	  as	  the	  best	  time	  to	  study	  the	  
early	  protein	  response	  due	  to	  pea	  aphid	  was	  feeding	  regularly	  from	  sieve	  elements	  and	  
successfully	   reproduced	   while	   no	   visual	   damage	   was	   observed;	   the	   second	   sample	  
time,	   84	   hai,	   was	   selected	   to	   study	   the	   late	   response	   due	   to	   at	   this	   stage	   an	   initial	  
curling	  of	  leaflets	  began	  to	  appear	  as	  a	  result	  of	  pea	  aphid	  feeding	  pressure.	  Our	  work	  
has	   confirmed	   the	   previous	   screening	   results	   in	   which	   Messire	   and	   P665	   displayed	  
differential	   resistance	   response	   to	   pea	   aphid	   attack.	   Although,	   we	   observed	   the	  
presence	  of	  offspring	  on	  both	  accessions	  at	  the	  early	  time	  (24	  hai),	  aphid	  proliferation	  
was	  clearly	  higher	  on	  susceptible	  than	  on	  resistant	  plants	  (Fig.	  1b	  and	  1e).	  Later	  on	  (84	  
hai),	   aphid	   proliferation	   continued	   on	   both	   accessions,	   although	   Messire	   plants	  
exhibited	  more	  density	   of	   aphids	   and	  began	   to	  display	   curling	  of	   tip	   leaflets	   (Fig.	   1c	  
and	  1f).	  Leaf	  rolling	  is	  doubly	  damaging	  to	  host	  plants	  as	  it	  reduces	  the	  photosynthetic	  
area	   and	   provides	   an	   optimum	   environment	   for	   aphid	   reproduction	   (Gutsche	   et	   al.	  
2009).	  In	  summary,	  more	  severe	  damage	  and	  higher	  proliferation	  of	  pea	  aphids	  were	  
observed	  on	   susceptible	   apexes	   than	  on	   resistant.	   These	   results	   agree	  with	   those	  of	  
Soroka	   and	   Mackay	   (1991)	   and	   Ali	   et	   al.	   (2005),	   who	   also	   observed	   a	   differential	  
performance	   of	   pea	   aphid	   among	   pea	   cultivars,	   so	   the	   reproductive	   rate	   was	  
significantly	   lower	   on	   the	   resistant	   lines	   whereas	   the	   susceptible	   plants	   showed	  
shortest	  development	  times	  and	  highest	  mean	  fecundity.	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Despite	   aphids	   feeding	   strategy	   aim	   to	   prevent	   the	   activation	   of	   plant	   defence	  
responses,	  our	  work	  report	  the	  ability	  of	  the	  Pisum	  accessions	  studied	  to	  perceive	  A.	  
pisum	   attack	   and	   respond	   with	   a	   broad	   range	   of	   proteomic	   changes	   related	   to	   a	  
multicomponent	   protection	   strategy,	   activated	   already	   at	   24	   hai.	   By	   using	   2-­‐DE	   and	  
mass	  spectrometry	  the	  multivariate	  analysis	  of	  data	  revealed	  significant	  changes	  in	  the	  
expression	   dynamics	   of	   the	   protein	   profile	   for	   the	   49%	   of	   the	   total	   protein	   spots	  
detected	  in	  our	  study.	  Principal	  component	  analysis	  (PCA)	  offers	  a	  strong	  approach	  to	  
obtain	  an	  overview	  of	   the	  main	  variation	  and	  of	   inter-­‐relations	  between	  spots	   in	  the	  
protein	  patterns	  (Valledor	  and	  Jorrín	  2011).	  To	  perform	  this	  statistical	  cluster	  analysis,	  
we	   employed	   a	   software	   tool	   designed	   for	   the	   analysis	   of	   biological	   gene	   chip	   data	  
(Sharov	  et	  al.	  2005),	  but	  that	  has	  also	  been	  successfully	  used	  in	  the	  analysis	  of	  protein	  
abundance	   data.	   This	   software	   identifies	   patterns	   in	   our	   data	   set	   and	   explores	  
associations	  between	  protein	  spots	  and	  experimental	  conditions	  using	  PCA.	  We	  found	  
a	   similar	   protein	   abundance	   profile	   in	   the	   three	   replicates	   from	   each	   experimental	  
condition,	   pointing	   out	   the	   reliability	   of	   our	   data.	  Multivariate	   analysis	   showed	   203	  
statistically	  differential	  protein	  spots,	  and	  all	  of	  them	  showed	  reproducible	  differential	  
abundance	  behaviour	  in	  pairwise	  comparisons	  of	  experimental	  conditions.	  Eighty-­‐one	  
proteins	   could	   be	  matched	   against	   the	   NCBInr	   database,	   so	   in	   pea-­‐specific	  matches	  
theoretical	   and	   experimental	   pI	   and	   Mr	   were	   in	   good	   agreement,	   encouraging	  
confidence	  in	  protein	  identifications.	  Those	  cases	  in	  which	  differences	  between	  these	  
values	   were	   observed	   can	   be	   attributed	   to	   post-­‐transcriptional	   modification	   or	   to	  
different	  members	  of	   the	   same	   functional	   family	   (small	   shift	   in	   the	  pI).	  Moreover,	   a	  
Blast	  comparison	  analysis	  against	  UniProt	  database	  was	  performed	  for	  those	  proteins	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with	  unknown	  function	  or	  not	  matched	  to	  P.	  sativum,	  enhancing	  our	  results	  in	  a	  37%	  
of	  identifications	  and	  matching	  mainly	  to	  P.	  sativum	  or	  M.	  truncatula	  spp.	  
Function	  of	  identified	  proteins	  and	  their	  relationship	  to	  the	  study	  
Proteins	   were	   assigned	   to	   functional	   categories	   based	   on	   sequence	   homology	   or	  
annotated	   function	   (Table	   3).	   The	   identified	   proteins	   were	   divided	   into	   nine	   main	  
groups,	   where	   a	   majority	   matched	   to	   nucleotide	   and	   amino	   acid	   metabolism,	  
carbohydrate	   metabolism,	   folding	   and	   degradation,	   photosynthesis,	  
transcription/translation	   and	   stress/defence.	   Constitutively	   we	   found	   a	   very	   similar	  
number	  of	  protein	  spots	  up-­‐accumulated	  between	  non	  infested	  accessions;	  however,	  
in	   response	   to	   infestation	   an	   over-­‐accumulation	   of	   proteins	   in	   the	   susceptible	  
accession	   was	   observed	   while	   the	   opposite	   occurred	   in	   the	   resistant	   one.	   This	  
contrasted	   trend	   was	   observed	   more	   clearly	   when	   the	   expression	   dynamic	   of	   both	  
infested	  accessions	  (infested	  susceptible	  vs	  infested	  resistant)	  was	  compared.	  Here	  we	  
discuss	   the	   behaviour	   pattern	   observed	   for	   the	   identified	   proteins	   during	   the	  
conditions	   studied	   (accessions	   and	   response	   to	   A.	   pisum	   infestation	   at	   24hai	   and	  
84hai):	  
Primary	  metabolism:	  the	  amino	  acids	  and	  carbohydrates	  balance	  is	  manipulated	  during	  
pea	  aphid	  feeding	  
Phloem	   sap	   is	   the	   “junk	   food”	   of	   plant	   diets,	   rich	   in	   carbohydrates	   but	   very	   low	   in	  
proteins	   and	   amino	   acids	   (Sandström	   and	   Moran	   1999).	   Thus,	   to	   cope	   with	   this	  
unbalanced	  diet,	  aphids	  consume	  large	  amounts	  of	  phloem	  sap,	  excrete	  the	  excess	  of	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carbohydrates	   as	   “honeydew”,	   scavenge	   the	   nitrogen-­‐containing	   constituents	   and	  
harbour	   bacterial	   endosymbionts	   that	   provide	   them	   with	   essential	   amino	   acids	  
(Voelckel	  and	  Baldwin.	  2004).	  Not	  least,	  aphids	  are	  able	  to	  disturb	  the	  metabolism	  and	  
the	  activities	  of	  the	  membranes	  of	  host	  plant	  cells	  via	  signals	  reducing	  the	  mass	  flow	  of	  
nutrients	   into	   the	   primary	   growth	   zone	   to	   improve	   the	   nutritional	   quality	   of	   their	  
feeding	  sites	  (mobilize	  local	  resources	  and	  block	  their	  export	  to	  other	  organs)	  (Larson	  
and	  Whithman	  1997,	  Sandström	  et	  al.	  2000,	  Sempruch	  et	  al.	  2011).	  Accordingly,	  recent	  
studies	  have	  reported	  the	  depletion	  of	  nitrogen	  from	  the	  apical	  growth	  zones	  of	  alfalfa	  
(Medicago	  sativa	   L.)	   to	  A.	  pisum	   feeding	  sites	   (Girousse	  et	  al.	  2005).	  Similar	  changes	  
caused	   by	   Shizaphis	   graminum	   R.	   and	  Diuraphis	   noxia	   K.	   (cereal	   aphids)	   have	   been	  
reported	   (Sandström	  et	  al.	  2000).	   In	  our	   study	  we	  observed	   that	   infested	   tips	  of	   the	  
susceptible	   cv.	   Messire	   generally	   displayed	   an	   over-­‐accumulation	   of	   amino	   acid	  
biosynthetic	   proteins	   as	   well	   as	   other	   involved	   in	   carbohydrate	   metabolism.	   In	  
contrast,	   the	   opposite	   trend	   was	   observed	   in	   the	   moderately	   resistance	   accession	  
P665.	  This	  divergent	  amino	  acid	  profile	  among	  susceptible	  and	  resistant	  pea	  cultivars	  
during	  pea	  aphid	  attack	  has	  already	  been	  reported	  (Auclair	  et	  al.	  1957),	  as	  well	  as	  has	  
been	  reported	  for	  triticale	  (×Triticosecale	  Wittm.	  ex	  A.	  Camus)	  cultivars	  in	  response	  to	  
grain	  aphid	  (Sitobion	  avenae	  F.)	  feeding	  (Sempruch	  and	  Ciepiela	  2002).	  These	  studies	  
found	   higher	   concentrations	   of	   free	   amino	   acids	   and	   amides	   in	   susceptible	   varieties	  
than	   in	   the	   resistant	   ones	   during	   pea	   aphid	   attack,	   suggesting	   the	   possible	  
participation	  of	  other	  metabolic	  pools	   in	  aphid-­‐plant	   interactions.	  Amino	  acid	  level	   in	  
the	   phloem	   sap	   has	   been	   reported	   to	   affect	   probing	   and	   settling,	   survival	   and	  
larviposition,	   larval	   growth	   and	   development,	   and	   wing	   determination	   (Corcuera	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1993).	   Awmack	   and	   Leather	   (2002)	   reviewed	   a	   high	   correlation	   between	   the	   amino	  
acid	  concentration	  of	  the	  phloem	  sap	  of	  wheat	  seedlings	  and	  changes	  in	  the	  fecundity	  
of	  Rhopalosiphum	  padi	   L.	   and	   S.	   avenae.	   In	   this	   respect,	   the	   amino	   acids	   restriction	  
committed	  by	  the	  resistant	  accession	  P665	  is	  suggested	  as	  one	  of	  the	  factors	  involved	  
in	  the	  limitation	  of	  pea	  aphids	  performance	  on	  P665	  plants.	  
Carbohydrate	  metabolism	   denotes	   various	   biochemical	   processes	   responsible	  
for	   the	   formation,	   breakdown	   and	   interconversion	   of	   carbohydrates	   in	   living	  
organisms.	   In	  our	  work,	  we	  have	   identified	   several	  proteins	  belonged	   to	   tricarboxilic	  
acid	   cycle	   (TCA	   cycle),	   glycolysis,	   glyoxylase	   system,	   Calvin	   cycle	   and	   carbohydrates	  
mobilization.	   Some	   proteins	   belonged	   to	   TCA	   cycle	   (succinate	   dehydrogenase	  
[ubiquinone]	   flavoprotein	   subunit	   1,	   SSP	   4705;	   NADP-­‐dependent	   isocitrate	  
dehydrogenase,	   SSPs	   5405),	   glycolysis	   (pyruvate	   kinase,	   SSP	   8603)	   and	   Calvin	   cycle	  
(glyceraldehyde-­‐3-­‐phosphate	   dehydrogenase	   A	   and	   B,	   SSPs	   7312	   and	   6409,	  
respectively)	   were	   found	   strongly	   up-­‐accumulated	   in	   the	   susceptible	   plants	   in	  
response	  to	  pea	  aphid	  infestation	  at	  the	  earlier	  stage	  (24	  hai).	  	  
Glycogenesis	   is	   represented	   by	   UTP-­‐glucose-­‐1-­‐phosphate	   uridylytransferase	  
(SSP	  1502).	  This	  enzyme	  plays	  a	  central	   role	  as	  a	  glucosyl	  donor	   in	  cellular	  metabolic	  
pathways.	  The	  enzyme	  decreased	   in	  Messire	  at	  84	  hai,	  while	   in	  P665	  plants	  was	  not	  
detected.	   This	   suggests	   that	   aphid	   pressure	   could	   limit	   glucose	   storage	   in	   Messire	  
plants.	   This	   hypothesis	   is	   supported	   by	   the	   dynamic	   profile	   shown	   by	   the	   protein	  
identified	   as	   alpha-­‐glucan	   phosphorylase	   H	   isozyme	   (SSP	   4810)	   related	   with	   starch	  
degradation.	  The	  enzyme	  catalyses	  the	  conversion	  of	  the	  terminal	  glucosyl	  unit	  at	  the	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nonreducing	  end	  of	  glucan	  chains	  to	  glucose	  1-­‐phosphate,	  using	   inorganic	  phosphate	  
(Smith	  et	  al.	  2005),	  being	  lightly	  up	  accumulated	  in	  P665	  infested	  plants	  at	  24	  hai	  and	  
strongly	   increased	   in	   Messire	   infested	   at	   84	   hai.	   This	   pattern	   suggested	   an	   active	  
utilization	   of	   the	   carbohydrates	   in	   response	   to	   pea	   aphid	   significantly	   higher	   in	   the	  
susceptible	  plants.	  
We	   can	   hypothesize	   that	   susceptible	   plants	   provide	   a	   more	   optimal	  
environment	  for	  aphid’s	  development	  at	  the	  early	  stage,	  as	  the	  observed	   increase	  of	  
proteins	   belonging	   to	   amino	   acid	   and	   carbohydrates	  metabolism	   has	   demonstrated.	  
This	   hypothesis	   is	   consistent	   with	   the	   results	   observed	   by	   Auclair	   (1965)	   when	   pea	  
aphids	  were	  submitted	  to	  artificial	  diets	  with	  variations	   in	  pH,	  salt,	  sucrose	  and	  total	  
amino	   acid	   concentrations.	   Preference	   tests	   revealed	   the	   reduction	   of	   growth,	  
reproduction	  and	  survival	  in	  order	  to	  low	  rates	  of	  amino	  acids	  and	  sucrose.	  Moreover,	  
aphids	  were	  able	  to	  discriminate	  between	  the	  different	  diets	  and	  usually	  selected	  and	  
aggregated	  on	  those	  diets	  with	  a	  pH	  and	  chemical	  composition	  closest	  to	  the	  optimum	  
diet	  requirement.	  
Photosynthetic	  divergence	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  damage	  
A	  clear	  differential	  pattern	  of	  photosynthetic	  proteins	  between	  accessions	  as	  well	  as	  in	  
response	  to	  pea	  aphid	   feeding	  could	  be	  observed.	  Broadly,	  we	  could	  appreciate	   that	  
photosynthetic	   proteins	   were	   constitutively	   over-­‐accumulated	   in	   the	   susceptible	  
accession	  compared	  with	  the	  resistant	  one.	  In	  response	  to	  the	  infestation	  an	  increase	  
of	   the	   photosynthetic	   activity	   in	   susceptible	   Messire	   plants	   was	   observed,	   while	   a	  
tendency	   to	  decrease	  was	   appreciate	   in	   the	   resistant	   P665.	  Only	   the	  photosynthetic	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protein	  Ferredoxin-­‐NADP+	  reductase	  (SSP	  6202)	  experimented	  a	  significant	  increase	  in	  
the	   resistant	   accession	   at	   the	   early	   stage.	   Examinations	   of	   the	   plant	   transcriptome	  
following	   biotic	   attacks	   have	   revealed	   that	   many	   photosynthetic	   genes	   are	   down-­‐
regulated	  (Zou	  et	  al.	  2005,	  Berger	  et	  al.	  2007),	  being	  this	  response	  particularly	  evident	  
for	   genes	   involved	   in	   pigment	   synthesis	   and	   electron	   transport.	   The	   theoretical	  
foundation	   for	   the	   notion	   that	   the	   response	   of	   plants	   to	   biotic	   assault	   marks	   a	  
transition	  from	  a	  growth	  and	  reproductive	  posture	  to	  a	  defensive	  posture	  is	  captured	  
in	  the	  growth-­‐differentiation	  hypothesis	  (Herms	  and	  Mattson	  1992).	  The	  up-­‐regulation	  
of	   genes	   coding	   for	   defence	   and	   the	   down-­‐regulation	   of	   genes	   coding	   for	  
photosynthesis	   proteins	   (Hermsmeier	   et	   al.	   2001)	   may	   represent	   a	   genomic	  
manifestation	  of	  this	  hypothesis.	  Thus,	  the	  decrease	  of	  the	  photosynthesis	  observed	  in	  
the	   resistant	   plants	   may	   be	   related	   to	   a	   defence	   strategy	   of	   P665	   accessions	   to	  
overcome	   pea	   aphid	   infestation.	   A	   notable	   exception	   to	   the	   down-­‐regulation	   of	  
pigment	  and	  light-­‐reaction	  proteins	   in	  response	  to	  pea	  aphid	  attack	  was	  the	  increase	  
of	   the	   Chain	   A,	   ferredoxin	   NADP+	   reductase	   (Fnr).	   In	   photosynthesis,	   ferredoxin	  
accepts	   electrons	   from	   photosystem	   I	   and	   reduces	   NADP+.	   Previously,	   Knaff	   and	  
Hirasawa	  (1991)	  has	  reported	  the	  involvement	  of	  ferredoxin	  species	  in	  other	  reactions	  
in	   the	   chloroplast,	   including	   nitrogen	   and	   sulphur	   assimilation,	   amino	   acid	   and	   fatty	  
acid	  synthesis,	  and	  redox	  regulation,	  so	  the	  increase	  of	  this	  protein	  may	  be	  related	  to	  
its	  role	  in	  defence	  rather	  than	  a	  response	  of	  photosynthesis	  per	  se.	  
Enhancement	  of	  RubisCo	  activity	  against	  pea	  aphid	  attack	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In	   approximately	   25%	   of	   RubisCo	   reactions	   of	   Calvin	   cycle	   the	   enzyme	   adds	   oxygen	  
(oxygenation)	  to	  ribulose-­‐1,	  5-­‐bisphosphate	  (RuBP)	  instead	  of	  add	  CO2	  (carboxylation),	  
producing	  a	  compound	  that	  can	  not	  be	  used	  within	  the	  cycle.	  The	  process	  reduces	  the	  
efficiency	   of	   the	   photosynthesis,	   potentially	   reducing	   its	   output	   by	   25%	   in	   C3	   plants	  
(Sharkey	   1988,	   Leegood	   2007).	   Photorespiration	   is	   a	   process	   that	   attempts	   to	  
ameliorate	   the	   consequences	   of	   the	   RubisCo	   wasteful	   oxygenation	   reaction.	   While	  
photorespiratory	  carbon	  cycling	  results	  eventually	  in	  the	  formation	  of	  Glyceraldehyde-­‐
3-­‐phosphate	  (G3P)	  there	  is	  still	  a	  net	  loss	  of	  carbon	  (as	  CO2)	  and	  nitrogen	  as	  ammonia,	  
which	  must	  be	  detoxified	  as	  a	   substantial	   cost	   for	   the	  cell.	  Moreover,	   the	   route	  also	  
incurs	   in	   a	   direct	   cost	   of	   ATP	   and	   NAD(P)H.	   In	   our	   study,	   we	   identified	   one	   of	   the	  
enzymes	   involved	   in	   photorespiration,	   glycerate	   dehydrogenase	   (SSP	   7308),	   which	  
dynamically	   changed	   in	   response	   to	   infestation.	   The	   accessions	   studied	   exhibited	   a	  
divergent	  reply	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  attack,	  increasing	  in	  Messire	  and	  decreasing	  
in	  P665	  at	  84	  hai.	  In	  this	  way,	  might	  seem	  the	  infestation	  increased	  the	  rate	  of	  failed	  
oxygenation	   of	   RuBP	   by	   RubisCo	   in	   the	   susceptible	   accession,	   being	   necessary	   to	  
increase	   the	   photorespiration	   cycle.	   On	   the	   contrary,	   the	   decreased	   in	   P665	  
meanwhile	  suggests	  a	  better	  handling	  of	  the	  attack.	  There	  are	  several	  costs	  associated	  
to	   this	   metabolic	   pathway,	   one	   of	   the	   most	   harmful	   is	   the	   production	   of	   H2O2	  
(associated	  with	  the	  conversion	  of	  glycolate	  to	  glyoxylate),	  hence	  the	  importance	  of	  a	  
good	  management	  of	  carboxylation.	  Thus,	  plants	  also	  account	  with	  a	  process	  able	  to	  
help	  raise	  CO2	  levels	  in	  chloroplast	  to	  increase	  the	  carboxylation	  rate	  of	  RubisCo.	  This	  
reaction	   is	   developed	   by	   beta	   carbonic	   anhydrase	   and	   integrates	   the	   CO2	   into	  
carbohydrates	   during	   photosynthesis.	   We	   have	   identified	   two	   beta	   carbonic	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anhydrases	   (SSPs	   6104	   and	  7101)	   behaved	  differently	   between	  accessions,	   so	   in	   the	  
resistant	  accession	  was	  constitutively	  detected	  while	  it	  was	  not	  in	  the	  susceptible	  one.	  
In	   response	   to	   infestation	   a	   significant	   increase	   of	   this	   protein	   was	   induced	   in	   the	  
susceptible	  while	  a	  slightly	  increase	  of	  its	  activity	  was	  triggered	  in	  the	  resistant	  plants.	  
This	  reiterates	  the	  possibility	  that	  the	  resistant	  accession	  could	  have	  predisposition	  to	  
a	   better	  management	  of	   the	  photoassimilates	   and	   therefore	   to	   a	   better	   handling	  of	  
the	  attack.	  
Wound	  signalling	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  feeding	  	  
Plant	   lipid	  metabolism	   involves	   the	   synthesis	   of	   oxylipins,	   which	   encompass	   a	   large	  
family	   of	   oxidized	   fatty	   acids	   that	   play	   a	   pivotal	   role	   as	   signalling	   molecules	   and	  
protective	  compounds	  in	  plant	  response	  to	  biotic	  stress	  (Blée	  2002,	  Prost	  et	  al.	  2005).	  
Oxylipins	   are	   also	   implicated	   in	   cross-­‐kingdom	   communication	   between	   plants	   and	  
pathogenic	   fungi	   (Christensen	  and	  Kolomiets	  2011).	  The	   first	   step	   in	   the	  synthesis	  of	  
oxylipins	  involves	  the	  formation	  of	  fatty	  acid	  hydroperoxides	  either	  by	  autoxidation	  or	  
by	   the	   action	   of	   enzymes,	   such	   as	   lipoxygenases	   (LOXs)	   (Feussner	   and	   Wasternack	  
2002,	   Mosblech	   et	   al.	   2009).	   LOXs	   may	   be	   involved	   in	   diverse	   aspects	   of	   plant	  
physiology	   including	   growth	   and	   development,	   pest	   resistance,	   senescence	   and/or	  
responses	  to	  wounding	  (Gao	  et	  al.	  2008	  and	  2010,	  Hwang	  and	  Hwang	  2010,	  Wu	  and	  
Baldwin	  2010).	  Plant	  wounding	  stimulates	  the	  LOX-­‐involved	  in	  defence	  pathway,	  being	  
a	  key	  enzyme	  in	  the	  synthesis	  of	  the	  signal	  molecule	  jasmonic	  acid	  (JA)	  (Li	  et	  al.	  2008,	  
Yang	  et	  al.	  2011),	  which	  promotes	  defence	  against	  insects	  (Walling	  2008).	  We	  found	  a	  
LOX	  in	  our	  study	  (SSP	  7813)	  showing	  different	  over-­‐expression	  pattern	  depending	  on	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the	  accession,	  so	  in	  response	  to	  infestation	  Messire	  plants	  showed	  a	  strongly	  increase	  
at	   24	   hai,	   while	   P665	   exhibited	   a	   first	   down-­‐accumulation	   that	   later	   reverted	  
increasing	  at	  84	  hai.	  In	  2011,	  Yang	  and	  co-­‐workers	  studied	  the	  role	  of	  LOXs	  in	  defence	  
response	   induced	  by	  wounding	  using	  pea	  seedlings.	  The	  results	  showed	  that	  wound-­‐
induced	  “JA	  burst”	  was	  accompanied	  by	  the	  activation	  of	  LOXs	  and	  the	  accumulation	  
of	   their	   mRNAs;	   applied	   JA	   also	   stimulated	   the	   accumulation	   of	   LOXs.	   Further	  
experiments	  conducted	  with	  inhibitors	  demonstrated	  that	  the	  wound-­‐induced	  JA	  was	  
regulated	   by	   LOXs	   at	   both	   transcriptional	   and	   enzymatic	   levels.	   Their	   activation	  was	  
necessary	   in	   wound-­‐mediated	   defence	   response	   what	   suggests	   that	   could	   enhance	  
pea	   seedlings	   tolerance	   to	  wounding.	   Furthermore,	   Gao	   and	   co-­‐workers	   (2008)	   also	  
reported	  the	  up-­‐regulation	  of	  LOX	  2	  in	  M.	  truncatula	  infested	  by	  pea	  aphid,	  observing	  
a	  higher	  increase	  in	  the	  susceptible	  genotype	  than	  in	  the	  resistant	  (at	  24	  h	  and	  36	  h).	  
And	  more	   recently,	   Nalam	   et	   al.	   (2012)	   has	   demonstrated	   that	   the	   infestation	   of	  A.	  
thaliana	  foliage	  by	  the	  green	  peach	  aphid	  (GPA)	  was	  promoted	  by	  plant	  LOX5-­‐derived	  
oxylipins,	   so	   GPAs	   had	   difficulties	   to	   feed	   from	   sieve	   elements	   and	   tapped	   into	   the	  
xylem	  of	   lipoxygenase5	   (lox5)	  mutant	  plants	  defective	   in	   LOX	  activity.	  Accordingly	   to	  
these	   results,	   the	   differential	   accumulation	   of	   LOX	   that	   Messire	   and	   P665	  
experimented	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  infestation	  might	  be	  associated	  to	  the	  different	  
aphid	  colonization	  rate	  observed	  in	  each	  accession.	  
On	   the	   other	   hand,	   the	   protein	   spot	   SSP	   4505	  matched	   to	   a	   neutral	   leucine	  
aminopeptidase	   preprotein	   was	   found	   constitutively	   in	   both	   accessions	   at	   84	   hai,	  
especially	  in	  the	  resistant	  P665,	  but	  decreased	  after	  inoculation.	  Aminopeptidases	  also	  
represent	  plant	  responses	  to	  wound	  and	  pathogen	  stresses	  (Chao	  et	  al.	  2000,	  Yang	  et	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al.	   2004)	   and	   their	   activity	   (in	   association	   to	   other	   peptidases)	   is	   involved	   in	   the	  
turnover	   of	   unfolded	   or	   damaged	   proteins	   that	   are	   accumulated	   as	   a	   result	   of	  
oxidative	  burst.	  Leucine	  Aminopeptidases	  (LAPs)	  are	  aminopeptidases	  that	  cleave	  the	  
N-­‐terminal	  amino	  acid	   from	  peptides	  and	  proteins.	   It	  has	  seen	  that	  aminopeptidases	  
have	  a	  role	  in	  the	  genesis	  of	  bioactive	  peptides	  in	  animals	  (Shrimpton	  et	  al.	  2002)	  and	  
more	   recently,	   in	   plants	   (Srivastava	   et	   al.	   2008)	   what	   highlight	   their	   possible	  
contribution	  in	  defence	  response	  signalling.	  Recently,	  Fowler	  et	  al.	  (2009)	  showed	  that	  
transgenic	  tomatoes	  that	  ectopically	  expressed	  tomato	  LAP-­‐A	  were	  more	  resistant	  to	  
Manduca	   sexta	   L.	   feeding,	   observing	   a	   delayed	   development	   and	   growth	   of	   insects.	  
Accordingly	   to	   these	   previous	  works,	   the	   dynamic	   expression	   of	   the	   neutral	   leucine	  
aminopeptidase	   preprotein	   identified	   in	   our	   work	   and	   A.	   pisum	   feeding	   behaviour	  
(puncture	  plant	  tissue	  to	  reach	  sieve	  elements	  and	  feed	  from	  them)	  suggest	  that	  this	  
protein	  could	  have	  a	  role	  in	  wound	  signalling	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  feeding.	  
Other	  metabolic	  proteins	  with	  a	  role	  in	  pea	  defence	  response	  to	  A.	  pisum	  attack	  	  
Biosynthesis	  and	  metabolism	  of	  nucleotides	  have	  a	  fundamental	  role	  for	  plant	  growth	  
and	  development	  and	  are	  among	  the	  most	  important	  nitrogen	  compounds	  in	  all	  living	  
cells	   (Stasolla	   et	   al.	   2003).	   Nucleotides	   are	   synthesized	   both,	   from	   amino	   acids	   and	  
other	   small	   molecules	   via	   de	   novo	   pathways	   and	   from	   preformed	   nucleobases	   and	  
nucleosides	  by	   salvage	  pathways.	   In	  our	  work,	   the	  purine	   salvage	  protein	   adenosine	  
kinase	   (SSP	   1203)	   decreases	   in	   P665	   plants	   at	   84	   hai	   in	   response	   to	   infestation.	  
Moreover,	   we	   also	   found	   a	   dihydropirimidinase	   (SSP	   4609)	   protein,	   involved	   in	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pyrimidine	  degradation,	  that	  decreased	  at	  24hai,	  suggesting	  a	  down-­‐regulation	  of	  the	  
nucleotides	  turnover.	  
On	  the	  other	  hand	  we	  also	  identified	  two	  elongation	  factors	  closely	  related	  to	  
protein	   biosynthesis.	   The	   spot	   protein	   SSP	   5305	   was	   identified	   as	   a	   predicted	  
elongation	  factor	  Tu	  (EF-­‐Tu)	  which	  promotes	  the	  GTP-­‐dependent	  binding	  of	  aminoacyl-­‐
t	   RNA	   to	   the	   A-­‐site	   of	   ribosomes	   during	   protein	   biosynthesis.	   The	   SSP	   6413	   protein	  
spot	  was	  identified	  as	  Gamma	  class	  glutathione	  transferase	  EF1B.	  EF-­‐Tu	  belongs	  to	  the	  
group	   of	   the	   translational	   GTPases	   or	   G-­‐Proteins,	   which	   also	   include	   EF-­‐G	   and	   the	  
initiation	  factor	  IF2	  (Caldas	  et	  al.	  2000).	  Differential	  expression	  of	  this	  gene/protein	  has	  
been	   recorded	   in	   response	   to	  various	  abiotic	  and	  biotic	   stresses	   in	  pea	  plants,	  being	  
down-­‐regulated	  in	  response	  to	  salinity	  and	  ABA	  treatment	  (Singh	  et	  al.	  2004),	  as	  well	  
as	   in	   response	   to	   Didymella	   pinodes	   fungus	   (Castillejo	   et	   al.	   2010).	   In	   our	   study,	   a	  
differential	   accumulation	   of	   these	   proteins	   was	   also	   found	   between	   accessions	  
observing	  a	  decrease	  in	  resistant	  plants	  in	  response	  to	  infestation	  at	  24	  hai.	  
Moreover,	   a	   putative	   glycine-­‐rich	   RNA	   binding	   protein	   (SSP	   1004)	   showed	  
differential	  behaviour	   in	  both	  accessions	   in	   response	   to	   infestation.	  Glycine	   rich-­‐RNA	  
binding	   proteins	   (GRPs)	   harbour	   the	   RNA-­‐recognition	  motif	   at	   the	  N-­‐terminus	   and	   a	  
glycine	   rich	   region	   at	   the	   C-­‐terminus	   (Lorković	   and	   Barta	   2002)	   and	   have	   been	  
implicated	   in	   cell	   functions	   linked	   to	   the	   metabolism	   of	   mRNA	   molecules.	   These	  
include	   processing,	   transport,	   localization,	   translation	   and	   stability	   of	  mRNAs.	   It	   has	  
been	   determined	   that	   the	   expression	   of	   GRPs	   is	   regulated	   by	   a	   number	   of	   external	  
stimuli	   including	   environmental	   stresses,	   hormones,	   light	   and	   pathogens	   (Sachetto-­‐
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Martins	   et	   al.	   2000).	   In	   our	   study	   we	   identified	   this	   protein	   constitutively	   more	  
abundant	   in	   the	   resistant	   P665	   accession,	   as	   well	   as	   significantly	   increased	   in	   the	  
susceptible	  Messire	  in	  response	  to	  the	  infestation	  at	  24hai.	  This	  gene/protein	  has	  been	  
widely	   identified	   in	   plant	   response	   to	   several	   biotic	   stresses	   such	   as	   in	   tomato	  
defective	   knockout	   to	   Pseudomonas	   syringae	   (Fu	   et	   al.	   2007)	   or	   in	   pea	   plants	   in	  
response	  to	  Peronospora	  viciae	  inoculation	  (Amey	  et	  al.	  2008).	  Several	  works	  proposed	  
that	   their	   regulation	   responded	   to	  different	  biotic	   stresses	   and	  hormone	   treatments	  
(Potenza	   et	   al.	   2001,	  Giavalisco	   2006,	   Castillejo	   et	   al.	   2010b,	   Barilli	   et	   al.	   2012).	   The	  
pattern	  behaviour	  of	  the	  GRP	  and	  the	  Elongation	  factor	  Tu	  found	  in	  our	  work	  at	  24	  hai	  
suggests	   its	   possible	   role	   in	   pea	   defence	   response	   to	   pea	   aphid	   infestation	   via	  
regulation	  of	  RNA	  metabolism	  by	  RNA-­‐binding	  and	  nucleotide-­‐binding	  proteins.	  
Defence	  and	  stress	  response	  against	  pea	  aphid	  infestation:	  
Early	  senescence	  response	  (Hypersenescence)	  
Senescence	   is	   the	   terminal	   phase	   in	   leaf	   development	   involving	   a	   programmed	  
disassembly	   and	   degradation	   of	   cellular	   components	   (Lim	   et	   al.	   2003,	   Thomas	   et	   al.	  
2003,	  Yoshida	  2003),	   so	   the	  resultant	  products	  of	  senescence	  are	  remobilized	  over	  a	  
relatively	  long	  period	  to	  assimilate	  demanding	  sink	  organs,	  leading	  to	  nutrient	  salvage.	  
Moreover,	   this	   biological	   process	   can	   be	   activated	   in	   response	   to	   aphid	   feeding	   as	  
Pegadaraju	   and	   co-­‐workers	   (2005)	   reported	   for	   Arabidopsis	   thaliana	   L.	   infested	   by	  
green	   peach	   aphid	   (GPA)	   (Mizus	   persicae	   S.).	   Authors	   found	   that	   GPA	   induced	  
premature	   chlorosis	   and	   cell	   death	   and	   increased	   the	   expression	   of	   Senescence	  
Associated	   Genes	   (SAGs),	   all	   hallmarks	   of	   leaf	   senescence.	   They	   hypothesized	   that	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senescence-­‐like	   symptoms	   observed	   in	   the	   aphid-­‐infested	   leaves	   could	   oppose	   the	  
ability	  of	  aphids	  to	  redirect	  the	  flow	  of	  resources	  away	  from	  insect-­‐infested	  tissues	  and	  
thereby	  limit	  aphid	  growth.	  Furthermore,	  recent	  transcriptional	  analysis	  of	  Arabidopsis	  
upon	   feeding	   by	   Brevicoryne	   brassicae	   L.	   (cabbage	   aphid)	   also	   indicated	   an	   early	  
senescence	   response	   (Kuśnierczyk	   et	   al.	   2008).	   Plant	   senescence	   involves	   multiple	  
regulatory	   pathways,	   among	   which	   one	   of	   the	   conspicuous	   changes	   that	   occur	   is	   a	  
decline	   of	   the	   photosynthesis	   (Jiang	   et	   al.	   1993).	   Interestingly,	   our	   proteomic	   study	  
revealed	   the	   activation	   of	   a	   putative	   senescence-­‐associated	   protein	   (SSP	   8205)	  
exclusively	   in	   the	   apex	   of	   resistant	   infested	   plants	   (84hai)	   accompanied	   by	   down-­‐
accumulation	  of	  photosynthetic	  as	  well	  as	  other	  metabolic	  proteins.	  The	  decrease	   in	  
photosynthesis	  and	  protein	  metabolism	  (discussed	  below)	  together	  with	  the	  activation	  
of	   the	   early	   senescence	   (hypersenescence)	   in	   P665	   tips	   could	  minimize	   the	   flow	   of	  
photoassimilates	  to	  the	  “false	  sinks”	  (aphids	  feeding	  sites).	  On	  the	  opposite,	   infested	  
Messire	  plants	  decreased	  the	  levels	  of	  the	  putative	  senescence-­‐associated	  protein	  and	  
increased	  the	  photosynthesis	  and	  protein	  metabolism,	  what	  along	  with	  the	  high	  aphid	  
performance	  suggests	  a	  good	  flow	  of	  nutrients	  to	  the	  feeding	  sites.	  
Maintenance	  of	  homeostasis	  in	  pea	  aphid	  infested	  peas	  
We	  found	  three	  proteins	  belonging	  to	  the	  heat	  shock	  or	  stress	  protein	  family	   (Hsps):	  
two	   Hsp70	   (SSPs	   2703	   and	   2712)	   and	   one	   Hsp	   organizing	   protein/stress	   inducible	  
protein	   (SSP	   5706).	   Hsps	   are	   known	   to	   play	   diverse	   roles,	   so	   they	   are	   present	   in	  
unstressed	   cells	   playing	   an	   important	   function	   in	   the	   folding	   and	   translocation	   of	  
polypeptides	  across	  membranes	  and	  are	  expressed	  in	  response	  to	  an	  array	  of	  stresses	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(hyperthermia,	  oxygen	  radicals,	  heavy	  metals,	  ethanol,	  amino	  acid	  analogues,	  glucose	  
starvation,	  calcium	  ionophores)	  (Gething	  and	  Sambrook	  1992).	  Hsps	  may	  play	  a	  role	  in	  
cross-­‐talk	  with	  other	  mechanisms	  and	  function	  synergistically	  with	  other	  components	  
to	  decrease	  cell	  damage	  (Hartl	  1996,	  Bukau	  and	  Horwich	  1998).	  The	  adverse	  effects	  on	  
cellular	   metabolism	   of	   the	   above	   stresses	   have	   in	   common	   that	   they	   disturb	   the	  
tertiary	  structure	  of	  proteins,	  what	  might	  suggest	  a	  correlation	  with	  the	  disturbance	  in	  
the	  amino	  acid	  metabolism	  that	  aphids	  perform	  to	   improve	  the	  nutritional	  quality	  of	  
their	  feeding	  sites	  (Dorschner	  et	  al.	  1987,	  Riedell	  1989,	  Sandström	  et	  al.	  2000,	  Girousse	  
et	  al.	  2005).	  Accordingly,	  although	  would	  be	  expected	  to	  find	  the	  up-­‐accumulation	  of	  
these	  proteins	  in	  the	  resistant	  accession	  in	  order	  to	  overcome	  the	  alteration	  caused	  by	  
pea	   aphid,	   the	   profile	   revealed	   a	   negative	  modification	   of	   the	   expression.	   This	   fact	  
could	  be	  explained	  due	  to	  P665	  developed	  a	  restriction	  of	  the	  protein	  metabolism	  in	  
response	  to	  the	  attack.	  Thus,	  as	  we	  mentioned	  above	  amino	  acid	  biosynthesis,	  protein	  
biosynthesis,	   protein	   catabolism	   and	  proteolysis	   proteins	   experimented	   a	   decline.	   In	  
the	   case	   of	   the	   susceptible	   accession	   Messire,	   despite	   these	   plants	   performed	   an	  
increase	   in	   amino	   acid	   biosynthesis	   and	   protein	   metabolic	   processes	   during	  
infestation,	  the	  pattern	  did	  not	  experimented	  changes.	  Even	  a	  down-­‐accumulation	  of	  
Hsp	  proteins	  occurred	  in	  response	  to	  the	  attack	  (only	  a	  slightly	  positive	  expression	  was	  
detected	  at	  24	  hai	  for	  the	  SSP	  5706).	  In	  this	  regard,	  if	  pea	  aphid	  could	  be	  responsible	  
for	  manipulate	  Messire’s	  metabolism	  in	  order	  to	   improve	  the	  amino	  acid	  source,	  the	  
fact	   that	  Hsp	  proteins	   (molecular	   chaperones)	  are	  not	  up-­‐regulated	  would	  promotes	  
the	   release	   of	   amino	   acids	   and	   consequently	   helps	   along	   the	   performance	   of	   pea	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aphid.	  Therefore,	  the	  behaviour	  profile	  of	  these	  proteins	  could	  also	  help	  to	  explain	  the	  
susceptibility	  of	  Messire	  to	  pea	  aphid	  attack.	  
Both,	   the	  maintenance	  of	   cellular	  homeostasis	   and	   the	   regulation	  of	  multiple	  
cellular	   functions	   require	   a	   continuous	   turnover	   of	   intracellular	   proteins.	   As	   we	  
mentioned	  before	  senescence	  can	  be	  activated	  in	  response	  to	  pea	  aphid	  feeding.	  The	  
level	   of	   total	   protein	   falls	   rapidly	   during	   leaf	   senescence	   in	   a	   sacrificial	   release	   of	  
nitrogen	   and	   other	   metabolites,	   which	   are	   transported	   to	   other	   actively	   growing	  
tissues	   (Lim	   et	   al.	   2007),	   and	   this	   is	   paralleled	   by	   an	   increase	   in	   transcription	   and	  
activity	  of	  several	  different	  classes	  of	  proteases,	  including	  vacuolar	  processing	  enzymes	  
(Kinoshita	  et	  al.	  1999,	  Otegui	  et	  al.	  2005).	  We	  could	  observe	  in	  our	  study	  the	  increase	  
of	  a	  senescence-­‐associated	  protein	  in	  P665	  resistant	  plants	  that	  can	  minimize	  the	  flow	  
of	   photoassimilates	   to	   aphid’s	   feeding	   sites	   (discussed	   above).	   In	   addition,	   the	   26S	  
proteasome	   AAA-­‐ATPase	   subunit	   RPT6a	   (SSP	   8307)	   and	   the	   Vacuolar	   H+-­‐ATPase	   A1	  
subunit	   isoform	  (SSP	  2701)	  were	   identified	   in	  Messire	  susceptible	  plants	   increased	  at	  
24	   hai.	   It	   has	   recently	   been	   demonstrated	   that	   the	   breakdown	   products	   (branched	  
chain	   and	   aromatic	   amino	   acids)	   from	   proteolysis	   can	   provide	   electrons	   to	   the	  
mitochondrial	  electron	  transport	  chain	  via	  electron	  transfer	  flavoprotein	  (ETF)	  complex	  
(Araújo	  et	  al.	  2011).	  Once	  proteins	  are	  degraded,	  the	  metabolism	  of	  the	  amino	  acids	  
produced	   can	   proceed	   via	   two	   routes:	   (i)	   conversion	   to	   pyruvic	   acid	   or	   acetyl-­‐CoA	  
before	  entering	  the	  TCA	  cycle;	  or	  (ii)	  they	  might	  enter	  the	  TCA	  cycle	  directly	  after	  being	  
converted	   into	   one	   of	   the	   intermediates	   of	   this	   metabolic	   pathway,	   such	   as	   2-­‐
oxoglutarate.	   Curiously	  we	   also	   found	   a	   pyruvate	   kinase	   (SSP	   8603)	   and	   a	   succinate	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dehydrogenase	   [ubiquinone]	   flavoprotein	   subunit	   1	   (SSP	   4705)	   increased	   in	  Messire	  
plants	  in	  response	  to	  the	  infestation.	  
It	  seems	  reasonable	  to	  assume	  that	  under	  carbohydrate	   limitation	  conditions,	  
as	   could	   occur	   in	   our	   susceptible	   accession	   under	   pea	   aphid	   attack,	   protein	  
degradation	   can	   provide	   an	   alternative	   source	   of	   electrons	   to	   the	   mitochondrial	  
electron	  transport	  chain,	  and	  therefore	  constitutes	  an	  alternative	  source	  of	  energy	  for	  
the	   cell	   under	   certain	  adverse	   conditions.	  On	   the	   contrary,	   in	   the	   resistant	  P665	   the	  
senescence	  mechanism	  and	  consequent	  protein	  degradation	  could	  be	  mitigated,	  and	  
thus	  aphid	  proliferation.	  
Activation	  of	  the	  antioxidant	  pathway	  ASC-­‐GSH	  to	  overcome	  pea	  aphid	  attack	  
Under	  normal	  physiological	  conditions,	  a	  low	  level	  of	  reactive	  oxygen	  species	  (ROS)	  is	  
maintained	   by	   the	   presence	   of	   various	   secondary	   plant	  metabolites	   and	   scavenging	  
enzymes	  (Foyer	  and	  Noctor	  2005).	  Nevertheless,	  once	  aphids	  penetrates	  the	  epidermis	  
a	  common	  plant	  response	  consists	  in	  increase	  the	   in	  planta	   level	  of	  (ROS)	  (Moloi	  and	  
van	  der	  Westhuizen	  2006,	  Powell	  et	  al.	  2006,	  Maffei	  et	  al.	  2007),	  thus	  being	  suggested	  
as	   a	   signal	   for	   certain	   defence	   signalling	   pathways	   in	   plant–aphid	   interaction.	   This	  
defence	  response	  is	  called	  “oxygen	  burst”	  and	  is	  one	  of	  the	  faster	  defence	  reactions	  to	  
biotic	   stresses,	   producing	   primarily	   superoxide	   (O2	   ̄)	   and	   hydrogen	   peroxide	   (H2O2)	  
(Apel	  and	  Hirt	  2004,	  Moloi	  and	  Van	  der	  Westhuizen	  2006).	  H2O2	  has	  been	  proposed	  to	  
play	   multiple	   roles	   in	   plant	   resistance	   exhibiting	   direct	   toxicity	   toward	   herbivores,	  
leading	   the	   cross-­‐linking	   of	   cell	   wall	   proteins	   and	   acting	   as	   a	   signal	   molecule	   for	  
defence	   genes	   induction	   (Kuźniak	   and	  Urbanek	   2000,	   Vranová	   et	   al.	   2002,	   Apel	   and	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Hirt	   2004,	  Mittler	   et	   al.	   2004).	   H2O2	   have	   been	   commonly	   implicated	   as	   a	   signalling	  
molecule	   in	   the	   resistance	   response	   during	   plant-­‐aphid	   interactions	   (Maffei	   et	   al.	  
2007).	  A	  high	  concentration	  of	  H2O2	  may	  be	  toxic	  for	  both,	  phytophagous	  insects	  and	  
host	  plants,	  thus	  the	  excess	  of	  H2O2	  is	  reduced	  by	  ascorbate	  peroxidase	  (APX),	  which	  is	  
an	  integral	  component	  of	  the	  Ascorbate-­‐Glutathione	  (ASC-­‐GSH)	  cycle,	  one	  of	  the	  main	  
antioxidant	  defences	   in	  plants	  and	  widely	  recognized	  for	   its	  role	   in	  the	  scavenging	  of	  
H2O2	   in	  chloroplasts	  and	  also	  present	   in	  the	  mitochondria	  and	  peroxisomes	  of	   leaves	  
(Jiménez	  et	  al.	  1998).	  
In	  our	  study,	  the	  SSP	  8101	  (predicted	  protein)	  matched	  with	  83%	  homology	  to	  
an	  APX,	  was	   increased	   in	  both	  accessions	   in	   response	   to	   infestation.	  Coinciding	  with	  
our	  results	  we	  found	  a	  recent	  work	  describing	  the	  relation	  of	  APX	  activity	  in	  response	  
to	   aphids	   attack.	   Łukasik	   et	   al.	   (2012)	   reported	   a	   differential	   regulation	   of	   APX	   in	  
susceptible	  and	  more	  resistant	  triticale	  in	  response	  to	  the	  aphid	  R.	  padi.	  The	  variation	  
in	   timing	   and	   ability	   to	   regulate	   the	   enzyme	   activity	   between	   pea	   accessions	   in	   our	  
work	  may	  reflect	  the	  different	  capacity	  of	  the	  accessions	  to	  resist	  the	  pea	  aphid	  attack.	  
Other	   enzyme	   involved	   in	   the	   ASC-­‐GSH	   cycle	   was	   also	   found.	   The	   protein	   spot	   SSP	  
5513	   was	   identified	   with	   81%	   homology	   to	   monodehydroascorbate	   reductase.	   This	  
protein	  was	  constitutively	  more	  abundant	   in	  P665	  plants	  and	   increased	  after	  24	  h	  of	  
infestation,	  however	  was	  strongly	  increased	  in	  the	  susceptible	  accession	  after	  84	  h	  of	  
infestation.	  	  
Other	  proteins	  were	  also	   associated	   to	  detoxification	   system,	   as	   an	  unknown	  
protein	   (SSP	   2203)	   identified	   with	   84%	   homology	   to	   lactoylgluthatione	   lyase.	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Glyoxalase	  system	  carries	  out	  the	  detoxification	  (Dixon	  et	  al.	  1998)	  firstly	  accomplished	  
by	   lactoylgluthatione	   lyase	   (glyoxylase	   I),	   that	   catalyses	   the	   isomerization	   of	   the	  
spontaneously	   formed	   hemithioacetal	   adducts	   between	   GSH	   and	   2-­‐oxoaldehydes	  
(such	  as	  methylglyoxal)	  into	  S-­‐2-­‐hydroxyacylglutathione	  (Creighton	  and	  Hamilton	  2001,	  
Thornalley	   2003).	   Methylglyoxal	   result	   highly	   cytotoxic,	   so	   several	   detoxification	  
mechanisms	  have	  been	  developed	  by	  plants	  (Inoue	  and	  Kimura	  1995).	  In	  our	  work	  this	  
protein	   was	   differentially	   detected	   between	   non-­‐infested	   accessions,	   and	   slightly	  
decreased	   in	   P665	   at	   24	   hai	   in	   response	   to	   pea	   aphid	   feeding	   while	   in	   Messire	  
decreased	  at	  84	  hai.	  This	  lowering	  effect	  could	  be	  explained	  as	  an	  attempt	  by	  the	  plant	  
to	  maintain	  a	  toxic	  environment	  for	  the	  parasite.	  
Although	   the	   amount	   of	   phloem	   sap	   consumed	   by	   a	   single	   aphid	   during	   its	  
relatively	  short	  lifetime	  is	  low	  compared	  to	  the	  plant	  size	  (Will	  and	  van	  Bel	  2006),	  their	  
extremely	  high	  asexual	  fecundity	  can	  result	  in	  a	  rapid	  increase	  of	  the	  aphid	  population	  
density	  and	  subsequently	  to	  elevated	  consumption	  levels	  of	  phloem	  sap.	  Plant	  survival	  
upon	   aphid	   attack	   depends	   on	   a	   multicomponent	   protection	   strategy	   involving	  
constitutive	   and	   inducible	   defences.	   Our	   work	   provides	   a	   step	   toward	   to	   the	  
understanding	  of	  the	  molecular	  basis	  of	  the	  resistance	  to	  A.	  pisum	  in	  pea	  from	  an	  early	  
to	  a	  late	  stage	  of	  the	  attack.	  Broadly	  we	  found	  a	  typical	  plant	  defence	  response	  in	  both	  
genotypes,	   with	   several	   differences	   between	   them	   in	   terms	   of	   metabolism	   and	  
defence	  proteins,	  as	  well	  as	  some	  potentially	  related	  to	  this.	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7.	  Conclusions	  
In	  general,	  our	  results	  suggested	  the	  reduction	  of	  the	  photosynthesis	  and	  amino	  acid	  
biosynthesis	   in	  the	  resistant	  accession	  (P665)	  what	  might	  be	  helpful	   in	  order	  to	  cope	  
pea	  aphid	  attack	  by	   limiting	  the	  access	  to	  nutrients.	  On	  the	  contrary,	  the	  dynamic	  of	  
the	  protein	  profile	  of	  the	  susceptible	  accession	  (cv.	  Messire)	  suggested	  an	  increase	  of	  
the	   majority	   of	   the	   primary	   metabolism	   pathways	   (amino	   acid	   biosynthesis,	  
photosynthesis,	  glycolysis,	  Calvin	  cycle,	  carbohydrates	  mobilization)	  from	  which	  might	  
be	  possible	  to	  infer	  a	  relation	  with	  the	  successful	  performance	  of	  A.	  pisum	  on	  Messire	  
plants.	  It	  is	  also	  interesting	  to	  note	  the	  possibility	  of	  the	  decrease	  of	  RubisCo	  efficiency	  
in	   the	   susceptible	   accession	   in	   response	   to	   pea	   aphid	   attack,	   and	   consequently	   an	  
increase	  of	  photorespiratory	  and	  carbonic	  anhydrase	  proteins	  that	  might	  be	  occurring	  
in	  an	  attempt	  to	  ameliorate	  the	  carboxylation	  rate	  of	  RubisCo.	  
	   We	   can	   postulate	   that	   under	   the	   adverse	   condition	   of	   aphid	   attack,	   where	  
there	   is	   a	   depletion	   of	   nutrients	   caused	   by	   aphid	   feeding,	   an	   alternative	   source	   of	  
energy	   from	   amino	   acids	   provided	   by	   protein	   degradation	   can	   be	   activated	   in	   the	  
plant.	  This	  alternative	  pathway	  could	  be	  induced	  in	  Messire	  susceptible	  plants	  from	  an	  
early	   stage	   of	   the	   infestation	   as	   we	   can	   infer	   from	   some	   identified	   proteins	   (26S	  
proteasome,	   vacuolar	   H+-­‐ATPase,	   pyruvate	   kinase	   and	   succinate	   dehydrogenase	  
[ubiquinone]	  flavoprotein)	  and	  its	  behaviour	  against	  aphids	  attack,	  which	  could	  not	  be	  
observe	  in	  the	  resistant	  P665	  accession.	  
For	   defence	   and	   stress	   related	   proteins	   a	   general	   increase	   in	   response	   to	  
inoculation	  was	   observed	   for	   the	   resistant	   accession.	  Moreover,	   data	   suggested	   the	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involvement	   of	   different	   metabolic	   pathways	   that	   may	   be	   activated	   in	   order	   to	  
overcome	   pea	   aphid	   attack.	   A.	   pisum	   infestation	   appeared	   to	   trigger	   wound	   signal	  
molecules	  such	  as	  LOXs	  and	  LAPs,	  followed	  by	  the	  production	  of	  ROS	  which	  could	  be	  
managed	  by	  the	  activation	  of	  the	  antioxidant	  ASC-­‐GSH	  cycle.	  The	  up-­‐accumulation	  of	  
the	   lipoxygenase	   protein	   and	   the	   neutral	   leucine	   aminopeptidase	   along	   with	   the	  
putative	  senescence-­‐associated	  protein	  identified	  in	  the	  resistant	  accession,	  suggest	  a	  
role	   of	   JA	   in	   pea	   defence	   response	   to	   A.	   pisum	   feeding.	   The	   development	   of	  
hypersenescence	   response	   in	   P665	   infested	   tips	   could	   support	   the	   limitation	   of	  
photoassimilates,	  controlling	  pea	  aphid	  performance.	  
Our	   work	   has	   provided	   a	   novel	   insight	   into	   differential	   responses	   between	  
resistant	  and	  susceptible	  pea	  plants;	  nevertheless	  new	  insights	  and	  advances	  have	  to	  
be	  made	  for	  a	  better	  knowledge	  of	  the	  responses	  to	  A.	  pisum.	  Hence,	  a	  major	  focus	  of	  
future	  work	  in	  this	  system	  will	  be	  on	  a	  deeper	  identification	  and	  characterization	  of	  the	  
resistance	   mechanisms	   involved	   in	   Pisum	   response	   to	   A.	   pisum	   feeding.	   Thus,	   as	   a	  
whole,	  this	  research	  should	  contribute	  significantly	  to	  a	  better	  understanding	  of	  plant-­‐
insect	  interactions,	  particularly	  to	  resistance/susceptibility	  to	  phloem-­‐feeding	  insects.	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Figure	  S1.	  Venn	  diagrams	  of	   the	  cuantitative	   (A-­‐D),	  and	  qualitative	   (E-­‐H)	  changes	   in	  proteins	  between	  
non-­‐infested	   (A,	   E)	   and	   infested	   (B,	   F)	   accessions,	   as	   well	   as	   in	   response	   to	   the	   infestation	   in	   the	  
susceptible	  Messire	  (C,	  G)	  and	  in	  the	  resistant	  P665	  (D,	  H)	  accessions.	  M	  (Messire),	  P	  (P665),	  C	  (Control,	  
non-­‐infested),	  I	  (Infested),	  24	  (24	  hai),	  84	  (84hai).	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Figure	  S2.	  Mean	  log	  abundance	  intensities	  for	  protein	  spots	  identified	  by	  PCA	  and	  pairwise	  comparisons	  
separately	  shown	  by	  sampling	  time	  (24	  hai,	  84	  hai).	  (PC1+)	  protein	  spots	  positively	  correlated	  with	  PC1.	  
(PC1-­‐)	  protein	  spots	  negatively	  correlated	  with	  PC1.	  (PC2+)	  protein	  spots	  positively	  correlated	  with	  PC2.	  
(PC2-­‐)	  protein	  spots	  negatively	  correlated	  with	  PC2.	  (PC3+)	  protein	  spots	  positively	  correlated	  with	  PC3.	  
(PC3-­‐)	   protein	   spots	   negatively	   correlated	   with	   PC3.	   (A)	   Legend	   for	   graphs	   in	   panels.	   The	   mean	   log	  
intensity	  values	  were	  calculated	  from	  the	  sample	  replications.	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CONCLUSIONES	  
	  
1) La	  resistencia	  a	  D.	  pinodes	  en	  las	  entradas	  de	  guisante	  (Pisum	  spp.)	  estudiadas	  se	  
caracterizó	   por	   una	   reducción	   del	   éxito	   del	   establecimiento	   de	   colonias,	   un	  
menor	  tamaño	  de	  la	  lesión	  y	  una	  mayor	  frecuencia	  de	  muerte	  celular	  epidérmica	  
así	   como	   de	   una	   mayor	   presencia	   de	   proteínas	   unidas	   covalentemente	   en	   la	  
pared	  de	  las	  células	  epidérmicas	  infectadas.	  
2) La	  reducción	  del	   tamaño	  de	   la	   lesión	  estuvo	  asociada	  a	   la	  presencia	  de	  muerte	  
celular	  epidérmica	  y	  de	  proteínas	  unidas	  covalentemente	  en	   la	  pared	  pared	  de	  
las	   células	   epidérmicas	   infectadas	   por	   D.	   pinodes.	   Sin	   embargo,	   estos	  
mecanismos	   no	   fueron	   suficientes	   para	   evitar	   el	   establecimiento	   de	   colonias.	  
Como	   excepción,	   en	   la	   entrada	   P670	   la	   presencia	   de	   proteínas	   unidas	  
covalentemente	  en	  la	  pared	  de	  las	  células	  epidérmicas	  infectadas	  puede	  ser	  uno	  
de	   los	   factores	   responsables	   de	   la	   reducción	   del	   establecimiento	   de	   colonias	  
observado.	  
3) El	  efecto	  de	  la	  acumulación	  de	  H2O2	  y	  actividad	  peroxidasa	  en	  el	  establecimiento	  
de	   colonias	   de	   D.	   pinodes	   y	   en	   el	   tamaño	  de	   la	   lesión	   dependió	   de	   la	   entrada	  
estudiada.	   Así,	   la	   acumulación	   de	   H2O2	   y	   actividad	   peroxidasa	   redujo	   el	  
establecimeinto	   de	   colonias	   principalmente	   en	   las	   entradas	   P.	   sativum	   ssp.	  
sativum	  (Radley	  y	  Messire)	  estudiadas,	  mientras	  que	  la	  reducción	  del	  tamaño	  de	  
colonia	  asociada	  a	  este	  mecanismo	  se	  observó	  sólo	  en	  las	  entradas	  P651	  y	  P670.	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4) Se	   enriqueció	   el	   mapa	   genético	   del	   cruzamiento	   P665	   x	   Messire	   con	   117	  
marcadores	   SNP	   anclados	   a	   genes.	   De	   ellos,	   once	   loci	   fueron	   mapeados	   por	  
primera	  vez	  en	  un	  mapa	  genético.	  La	  adición	  de	  los	  marcadores	  SNP	  enriqueció	  
el	  mapa	  en	   casi	   un	  30%	  y	   lo	   conectó	   al	   último	  mapa	   concenso	  de	   guisante	   en	  
aproximadamente	  un	  36%	  de	  los	  marcadores	  totales.	  
5) La	   evaluación	   de	   los	   diferentes	   mecanismos	   de	   resistencia	   a	  D.	   pinodes	   en	   la	  
población	   RIL	   del	   cruzamiento	   P665	   x	   Messire	   permitió,	   por	   primera	   vez,	   la	  
identificación	  de	  QTLs	  que	  controlan	  mecanismos	  específicos	  de	   resistencia.	   Se	  
identificaron	  dos	  QTLs	  asociados	  al	  aumento	  de	  muerte	  celular	  epidérmica	  y	  uno	  
a	  un	  menor	  éxito	  de	  establecimiento	  de	  colonias.	  
6) El	   enriquecimiento	   del	  mapa	   genético	   del	   cruzamiento	   P665	   x	  Messire	   junto	   a	  
una	   evaluación	   más	   precisa	   de	   la	   resistencia	   a	   D.	   pinodes	   permitió	   la	  
identificación	  de	  cuatro	  nuevas	  regiones	  genómicas	  implicadas	  en	  la	  resistencia	  a	  
D.	  pinodes	  y	  confirmó	  la	  implicación	  en	  la	  resistencia	  a	  D.	  pinodes	  de	  la	  mayoría	  
de	  los	  QTLs	  previamente	  identificados	  en	  esta	  población.	  
7) Se	  localizaron	  marcadores	  SNP	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  QTL	  asociados	  a	  la	  resistencia	  
a	  D.	  pinodes	  identificados	  en	  el	  cruzamiento	  P665	  x	  Messire,	  proporcionando	  así	  
marcadores	   robustos	   para	   la	   selección	   asistida	   por	   marcadores	   y	   genes	  
candidatos.	  El	  gen	  ArfB3	  (dominio	  B3	  del	  factor	  de	  respuesta	  auxínica)	  situado	  en	  
el	   QTL	  MpV.1_DRseedl;	   y	   el	   gen	   CE007J22	   (gen	   4	   de	   la	   proteína	   de	   reacción	  
hipersensibile	   inducida)	   situado	   dentro	   del	   QTL	  MpVI.1_DRst_05,	   podrían	   ser	  
genes	  candidatos	  implicados	  en	  la	  resistencia	  a	  D.	  pinodes.	  Los	  genes	  COLc	  (gen	  
del	  guisante	  CONSTANTS-­‐like	  C)	  y	  Elf3	  (gen	  3	  de	  floración	  temprana)	  se	  proponen	  
como	   genes	   candidatos	   para	   el	   QTL	   dfIII.2	   que	   determina	   el	   momento	   de	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floración.	  
8) El	   análisis	   proteómico	   en	   el	   que	   se	   comparó	   la	   respuesta	   de	   dos	   entradas	   de	  
guisante,	  una	  susceptible	  y	  otra	   resistente,	  al	  ataque	  de	  A.	  pisum	  determinó	   la	  
presencia	   en	   total	   de	   203	   proteínas	   diferenciales	   de	   las	   que	   81	   fueron	  
identificadas	  mediante	  análisis	  de	  espectrometría	  de	  masas.	  Al	  comparar	  entre	  sí	  
el	   proteoma	   de	   las	   entradas	   no	   infestadas	   se	   observó	   que	   192	   proteínas	  
presentaron	  diferencias	  significativas;	  mientras	  que	  en	  respuesta	  al	  ataque	  del	  A.	  
pisum	   138	   proteínas	   mostraron	   diferencias	   significativas	   en	   las	   plantas	  
susceptibles	  y	  17	  en	  las	  plantas	  resistentes.	  
9) En	  las	  plantas	  susceptibles	  la	  mayor	  parte	  de	  las	  rutas	  del	  metabolismo	  primario	  
se	   incrementaron	   en	   respuesta	   a	   la	   infestación	   por	   A.	   pisum,	   lo	   que	   podría	  
relacionarse	   con	   el	   éxito	   del	   pulgón	   en	   las	   plantas	   susceptibles.	   Además,	   la	  
infestación	   pareció	   reducir	   la	   eficiencia	   de	   la	   enzima	  RubisCo	  mientras	   que	   las	  
proteínas	  implicadas	  en	  la	  fotorrespiración	  y	  la	  anhidrasa	  carbónica	  aumentaron,	  
posiblemente	  en	  un	  intento	  por	  mejorar	   la	  tasa	  de	  carboxilación	  de	  la	  RubisCo.	  
Por	  otro	  lado,	  parece	  ser	  que	  en	  las	  plantas	  susceptibles	  el	  severo	  agotamiento	  
de	   nutrientes	   provocado	   por	   el	   ataque	   de	   los	   pulgones	   pudo	   dar	   lugar	   a	   la	  
activación	   de	   una	   fuente	   de	   energía	   alternativa	   proporcionada	   por	   la	  
degradación	  de	  proteínas.	  
10) En	   las	   plantas	   resistentes	   las	   proteínas	   implicadas	   en	   la	   fotosíntesis	   y	   la	  
biosíntesis	  de	  amino	  ácidos	  redujeron	  su	  abundancia	  en	  respuesta	  al	  ataque	  de	  
A.	  pisum,	  lo	  que	  pudo	  limitar	  el	  acceso	  de	  los	  pulgones	  a	  los	  nutrientes.	  Además,	  
en	   la	   entrada	   resistente	   se	   observó	   un	   aumento	   general	   de	   las	   proteínas	  
asociadas	  a	  estrés	  y	  defensa	  en	  respuesta	  a	  la	  infestación,	  sugiriendo	  el	  papel	  de	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las	   moléclas	   de	   señalización	   de	   heridas	   en	   la	   activación	   del	   ciclo	   ASC-­‐GLU	   en	  
respuesta	   a	   la	   producción	   de	   ROS.	   La	   acumulación	   de	   LOXs	   y	   LAPs	   junto	   a	   la	  
identificación	  de	  la	  proteína	  putativa	  asociada	  a	  la	  senescencia	  sugieren	  el	  papel	  
del	   JA	   en	   la	   respuesta	   defensiva	   del	   guisante	   frente	   al	   ataque	   de	  A.	   pisum.	   El	  
desarrollo	   de	   la	   respuesta	   de	   hipersenescencia	   en	   los	   ápices	   infestados	   en	   las	  
entradas	   resistentes	   podría	   haber	   contribuído	   a	   la	   limitación	   del	   accesso	   a	   los	  
fotoasimilados,	  contolando	  el	  desarrollo	  del	  pulgón	  verde	  del	  guisante	  sobre	  las	  
plantas	  resistentes.	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CONCLUSIONS	  
1) Resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  the	  Pisum	  spp.	  accessions	  studied	  was	  characterized	  by	  
a	  reduced	  success	  in	  colony	  establishment,	  smaller	  lesions	  and	  a	  higher	  frequency	  
of	  cell	  death	  and	  protein	  cross-­‐linking	  in	  the	  infected	  epidermal	  cells.	  
2) The	  presence	  of	  epidermal	  cell	  death	  or	  protein	  cross-­‐linking	  in	  the	  epidermal	  cells	  
attacked	  by	  D.	  pinodes	  was	  associated	  to	  reduced	  lesion	  size.	  In	  contrast,	  however	  
these	  mechanisms	  were	   related	   to	   a	   lower	   colony	   establishment	   they	  were	   not	  
sufficient	   to	   hamper	   colony	   establishment.	   As	   an	   exception,	   in	   P670	   accession,	  
protein	  cross-­‐linking	  might	  be	  one	  of	  the	  factors	  responsible	  for	  the	  lower	  colony	  
establishment	  observed.	  	  
3) The	   effect	   of	   H2O2	   accumulation	   and	   peroxidase	   activity	   on	   D.	   pinodes	   colony	  
establishment	   and	   lesion	   size	   depended	   on	   the	   accession	   studied.	   So,	   H2O2	  
accumulation	  and	  peroxidase	  activity	  reduced	  colony	  establishment	  mainly	  in	  the	  
P.	  sativum	  ssp.	  sativum	  accessions	  studied	  (Radley	  and	  Messire)	  while	  a	  reduction	  
of	   lesion	   size	   due	   to	   this	   mechanism	   was	   only	   observed	   in	   P651	   and	   P670	  
accessions.	  	  
4) P665	  X	  Messire	  genetic	  map	  was	  enriched	  with	  117	  gene-­‐anchored	  SNP	  markers.	  
Of	   them,	   eleven	   loci	   were	  mapped	   for	   the	   first	   time	   in	   a	   pea	   genetic	  map.	   The	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inclusion	  of	  the	  SNP	  markers	  enriched	  the	  map	  in	  almost	  a	  30%	  and	  connected	  it	  
to	  the	  last	  pea	  consensus	  map	  by	  approximately	  36%	  of	  total	  markers.	  
5) The	  scoring	  of	  different	  mechanisms	  of	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  in	  P665	  x	  Messire	  
population	  allowed	  the	  identification	  for	  the	  first	  time	  of	  QTLs	  controlling	  specific	  
mechanisms	  of	  resistance.	  Two	  QTLs	  were	  identified	  associated	  with	  an	  increased	  
presence	  of	  host	  epidermal	   cell	  death	  and	  one	  associated	   to	  a	   lower	   succeed	   in	  
colony	  establishment.	  
6) The	   approach	   of	   enriching	   P665	   x	  Messire	   genetic	  map	   and	   performing	   a	  more	  
accurate	  assessment	  of	  the	  resistance	  to	  D.	  pinodes	  allowed	  the	   identification	  of	  
four	  new	  genomic	  regions	  involved	  in	  resistance	  and	  confirmed	  the	  majority	  of	  the	  
QTLs	   associated	   with	   resistance	   to	   D.	   pinodes	   previously	   identified	   in	   this	  
population.	  
7) SNP	   markers	   were	   located	   into	   the	   QTL	   identified	   for	   the	   majority	   of	   the	   D.	  
pinodes	  QTLs	   identified	   in	   P665	   x	  Messire	   cross,	   thus	   providing	   robust	  markers	  
suitable	   for	   the	   candidate	   gene	   approach	   and	  marker	   assisted	   selection	   for	   the	  
traits	   scored.	   ArfB3	   (auxin	   response	   factor	   B3	   domain)	   co-­‐localizing	   with	  
MpV.1_DRseedl	   and	   CE007J22	   (hypersensitive-­‐induced	   reaction	   protein	   4	   gene)	  
located	   into	  MpVI.1_DRst_05	   are	   suggested	   as	   potential	   candidate	   genes	   for	  D.	  
pinodes	  resistance.	  COLc	   (pea	  CONSTANS-­‐like	  C	  gene)	  and	  Elf3	   (early	   flowering	  3	  
gene)	   are	   proposed	   as	   candidate	   genes	   for	   the	   QTL	   dfIII.2	   controlling	   flowering	  
time.	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8) Out	  of	  the	  total	  203	  differential	  protein	  spots	  identified	  in	  the	  tip	  proteome	  of	  two	  
pea	   accessions	   with	   differential	   response	   to	   A.	   pisum	   infestation,	   81	   were	  
identified	   after	   the	   mass	   spectrometry	   analysis;	   and	   192	   protein	   spots	   showed	  
differences	  when	  non-­‐infested	  accessions	  were	  compared,	  whereas	  in	  response	  to	  
A.	   pisum	   infestation	   138	   protein	   spots	   showed	   significant	   differences	   in	  
susceptible	  plants	  and	  71	  in	  the	  resistant	  plants.	  
9) Susceptible	  plants	   appeared	   to	   increase	   the	  majority	  of	   the	  primary	  metabolism	  
pathways	   from	   which	   might	   be	   possible	   to	   infer	   a	   relation	   to	   the	   successful	  
performance	   of	   A.	   pisum.	   Pea	   aphid	   infestation	   appeared	   to	   decrease	   RubisCo	  
efficiency	  whereas	   increased	   photorespiratory	   and	   carbonic	   anhydrase	   proteins,	  
possibly	  in	  an	  attempt	  to	  ameliorate	  the	  carboxylation	  rate	  of	  the	  RubisCo	  in	  the	  
susceptible	   plants.	   An	   alternative	   source	   of	   energy	   provided	   by	   protein	  
degradation	  is	  postulated	  to	  be	  activated	  in	  the	  susceptible	  plants	  in	  response	  to	  a	  
severe	  depletion	  of	  nutrients	  caused	  by	  aphids	  feeding.	  
10) Photosynthesis	  and	  amino	  acid	  biosynthesis	  proteins	  reduced	  their	  abundance	  in	  
the	   resistant	   accession	   in	   response	   to	  A.	  pisum	   attack,	  what	  might	  be	  helpful	   in	  
order	  to	  cope	  pea	  aphid	  attack	  by	  limiting	  the	  access	  to	  plant	  nutrients.	  A	  general	  
increase	   of	   defence	   and	   stress	   related	   proteins	   was	   observed	   for	   the	   resistant	  
accession	   in	   response	   to	   inoculation,	   suggesting	   the	   role	   of	   wound	   signal	  
molecules	   in	   the	  activation	  of	   the	  antioxidant	  ASC-­‐GSH	  cycle	   in	   response	   to	  ROS	  
production.	   The	   up-­‐accumulation	   of	   LOXs	   and	   LAPs	   along	   with	   the	   putative	  
senescence-­‐associated	   protein	   identified	   suggested	   a	   role	   of	   JA	   in	   pea	   defense	  
response	   to	  A.	  pisum	   feeding.	  The	  development	  of	  hypersenescence	  response	   in	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the	   resistant	   infested	   tips	   could	   support	   the	   limitation	   of	   photoassimilates	  
controlling	  pea	  aphid	  performance.	  
	  
